Optische In-situ-Analytik photoautotropher
Mikroorganismen in einem entwickelten geschlossenen

Einweg-Photobioreaktorsystem

Von der Naturwissenschaftlichen Fakultat der

Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

zur Erlangung des Grades
Doktor der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

genehmigte Dissertation

von

Serge Alexander Zagermann, M. Sc.

geboren am 19.08.1985 in Bremen

2018



Referent: Prof. Dr. rer. hort. habil. Thomas Rath
Korreferent: apl. Prof. Dr. rer. nat Bernhard Huchzermeyer

Tag der Promotion: 22.12.2017



Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Dr. Thomas Rath fiir die Annahme meines Promotionsthemas
sowie flr seine Betreuung und viele fruchtbare Diskussionen im Zuge der letzten Jahre.
Seine Faszination fiir die Photonik hat auch mich nachhaltig gepragt.

Herrn Prof. Dr. Bernhard Huchzermeyer danke ich sehr fiir die Ubernahme des Korre-
ferates und seinen stets hervorragenden fachlichen Rat sowie fiir Liineburger Aufmun-
terungen.

Danke lhnen beiden fiir lhre Geduld, seeeehr viel vermitteltes Wissen, lhre Art mit

Menschen umzugehen und fiir die Moglichkeiten die Sie mir eréffnet haben.

GroRRer Dank geht an meine Eltern, die mich im Laufe meines Studiums stets unter-
stitzt haben und (hoffentlich?!) nie den Glauben daran verloren haben, dass diese

Arbeit ein gutes Ende nimmt.

Danke an dich, Sandra, fiir vier unfassbar tolle Jahre! Mit dir die Welt zu entdecken hat

verdammt viel SpaR gemacht!!!

Ich danke meinen Freundlnnen aus Hannover, ,den Bremerinnen” und allen Kollegin-
nenen und Freundinnen am BGT sowie im Institut fir Botanik (Danke Birgit!) fiir die
beste Zeit meines Lebens! Was ich von euch allen lber Hilfsbereitschaft, Kollegialitat,
Verlasslichkeit und Freundschaft gelernt habe werde ich nie vergessen!

Und wo immer man sich wieder treffen wird: ich freu‘ mich drauf!

Euch, Andreas und Magdalena, sei an dieser Stelle fiir die Aufnahme in die Abteilung

gedankt, fiir eure Geduld und aufmunternden Worte und eine spannende Zeit.

Dem Team der Graduiertenakademie der LUH danke ich fiir die gewahrte Zwischenfi-
nanzierung meines Promotionsvorhabens und die hilfreichen Beratungen.
Dasselbe gilt fiir alle Mitarbeiterinnen der LUH, die mir und anderen in den ganzen

Studienjahren mit Rat und Tat zur Seite standen.



Inhaltsverzeichnis
KUEZEASSUNE .. ettt ettt et et ete e te st steetestesbestesaesae e e e e e s sesbensensensensessseaes -VII -
ADSEIACT. .ot e e st bt e s -X-
ADKUIrZUNGSVEIZEICANIS......coceeieietee ettt st et e st sresae s e sennnes - X1 -
A Y10 1T 0o V=SSR -1-
2 STANA dES WISSENS ...uetiiitieeiie et ettt ettt et sb e st e st e sbee e sabeesabeesbeeesabeesabeeesnneesaneeanns -3-
2.1 Einwegreaktoren, Biopolymere und phototrophe Mikroorganismen...........cccccuueee.. -3-
2.1.1 Einweg-Photobioreaktoren .......cccccuiee i -3-
0 000 0 I V7 o =T o 0 [ o 1T o] o | AT -4 -
2.1.1.2  Polymermateriali@n.........ccocciiiiiciiiee e -10-
2.1.2 Phototrophe Mikroalgen & Cyanobakterien ........cccccccevvvivieiiiiieeiiiinee s eciiee e -12-
2.1.2.1 Biodiversitat & Biotechnologische NUtzZUNG.........ccccceviiieiiiiiee e, -12-
2.1.2.2  CRIOrella VUIGQAris .............ouieeiuieiieiiiii ittt e e e s e -13-
2.1.2.3  NOSEOC MUSCOIUM....cccoiiiiiiiiiiiiiiiiite ettt -14 -
D T = 1o Yo o1 1V 0 =T o T URUSNY -16 -
2.1.3.1 Definition & Marktdaten .......c.cccoceeiiriiiiieieeee e -16-
2.1.3.2 Biopolymere aus Polyhydroxyalkanoaten........ccccccceivvieeicicienecnciee e, -18-
2.1.4  Polyhydroxybutyrat (PHB) ........ccceiciiieiiieciie ettt ectee e eeee e e s -19-
2.2 OptisChe IN-Sitt-ANAlIYSEN.......eii it e e e sbee e e e beeas -25-
2.2.1  Zelldichten-BeStimmMUNG......ccccouiieiiiiiie ettt eretee e e eeate e e e entaee e searaeeeeanes -27 -
2.2.2  ChlorophyllfluoreszenzmesSUNZEN .......ccccuvieeeeiieee et e et ectee e e eetee e e eeraee e -29-
2.2.3  VIS-SPEKIrOSKOPIE ....utiiiiceiiie et e et e e e -31-
2.2.3.1 Theoretische Grundlagen der VIS-Spektroskopie ........cccceeevvvieeeiniveeeennnnen. -31-
2.2.3.2 Praktische Arbeiten zur VIS-Spektroskopie an phototrophen
V1o Yo =2 T a1 s =] o USRS -31-
2.2.4  NIR-SPEKErOSKOPIE ..uvvieieiiiiee ettt ettt e e e eate e e e senta e e e senraeeeeanes -35-
2.2.4.1 Theoretische Grundlagen der NIR-Spektroskopie.........cccceeeecuieeeeccrieeeennen. -36-
2.2.4.2  Praktische Arbeiten zur NIR-Spektroskopie an phototrophen
YT =2 T a1 s =] o PSR -36-
2.2.5 VIS-PolarisationsspektroSkopie ......cccueeieciiieiiciiie e -42 -
2.2.5.1 Theoretische Grundlagen der VIS-Polarisationsspektroskopie................... -42 -
2.2.5.2 Praktische Arbeiten zur VIS-Polarisationsspektroskopie an phototrophen
Yoo =2 T a1 s =1 o TR PR -47 -

2.2.6  NIR-PolarisationsspektroSKOPI€......ccueeiiciieei ittt et -50-



3
4

5

2.2.6.1 Theoretische Grundlagen der NIR-Polarisationsspektroskopie...................

2.2.6.2  Praktische Arbeiten zur NIR-Polarisationsspektroskopie an phototrophen

V1o =2 T a1 s =1 o TR PR
2.2.7  RaMaN-SPektroSKOPIE.....cuviiiiciieee ettt ccttee sttt e e stee e s ssabee e e senraeeesnes
2.2.7.1 Theoretische Grundlagen der Raman-Spektroskopie .........ccoceeeeeirveeeenneen.

2.2.7.2 Praktische Arbeiten zur Raman-Spektroskopie an phototrophen

V1o T =2 T a1 s 1=1 o T PR

WA T=] Y= U o =PRI
Material & MELNOUEN ......cooiiiiiiiiieee e st e s e sanes
4.1 Entwickelter EINWEEIEaKEOr ....ccviiiiieciee ettt st e s s s
4.1.1 Verwendete Einweg-Polymermaterialien ........cccooviieiiiiiiciiiieecciee e,
4.1.2 Versiegelung der EINWEEreaktoren .........ccoccvieeieciiie et e
4.1.3  GasWeChSEI-MESSUNZEN ...cccuuiiiieiiiiee ettt e s e s s sree e s e
4.1.4 Bestimmung der Wachstumskapazitat des entwickelten Einwegreaktors ........
4.2  Kulturfihrung und PHB Produktion ........cccoeciiiiiiiiiii e
4.3 PHB-ReferenzanalytiK......ccoceivoiiiiiieies et
4.4 OptisChe IN-SitU-ANAIYSEN......oiiiiiiiiiecee ettt e s ee e sabe e steessreeesareeen
4.4.1 NIR-Messungen optischer DIChTeN .........oeiieciiiiiciee e
4.4.2 Chlorophyllfluoreszenz-MeSSUNGEN ........ceevvuieeieiiieeeeiiieeeesiteeessieee e sreee s s sneeas
4.4.3  VIS-SPEKLrOSKOPIE . .eiiiuiiiieiiitiie ettt e e s sbee e e e bee e e e sabeeas
4.4.4  NIR-SPEKLIOSKOPIE .veviieeiiieiiiiiie ettt ettt rrre e e srre e e s sbee e s e sbeee e enaneeas
4.4.5 VIS-PolarisationsspektroSKOPIe ........coccuiiiieiiiie et e e
4.4.6 NIR-PolarisationsspektroSKOPIe.......cceccuiieieiiiie e e
4.4.7 RamMan-SPeKLrOSKOPIE . ....uiiiiciiiiiiriie ettt bee e e e
4.4.7.1 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie.......ccccccoeiirvviiiiiiiieniiiiieecesiiee e
4.4.7.2  VIS-Raman-SpektroskOpi€ ......cccviiiiiviiiiiiiiiie et
4.4.7.3 NIR-Raman-Spektroskopie ......ccceeiiiiiiiiiiiiee et
4.5 Chemometrische Auswertung von Spektraldaten .........cccovvvievceeiiieencieesiee e
4.5.1 Vorbehandlung von Spektraldaten.........cccoecvieeieiiiiiieciee e
4.5.2  HauptkomponentenanalySen .........cccocciiieiiiiiie i
4.5.3 Partial-Least-quUares-RegresSiONEN ......c.uviivecveereiiiiee e erree e ere e svee e e e
o] o 01 YIRS
5.1 Entwickelter EINWEEIrEaKtor ....c.uiiiieeecieecree sttt se et seee e sae e s esanee s
5.1.1 Spektrale Transmissionseigenschaften der Reaktormaterialien.......................

5.1.2 Gaswechsel-Messungen



5.1.3 Bestimmung der Wachstumskapazitat des entwickelten Einwegreaktors ........ -95-
5.1.4 Dauerkulturfihrung im geschlossenen Einwegreaktor.........ccccoceeeeciveeeicnnnnn. -98-
5.2 Optische IN-Situ-ANalYSEN......ccciiiiiiiiicieee e e e e -101 -
5.2.1 NIR-Messungen optischer DiChten ........cccccciiviiiiieiieiiiee e -101 -
5.2.2  Chlorophyllfluoreszenz-MeSSUNGEN .......ccccueeeeriiieeeniiieeeeiiieeeesieeeessreee s esveeas -104 -
5.2.3  VIS-SPEKLIOSKOPIE ...cicuttiiieeiiiee ettt ettt e e e sbae e e e eabee e e e eaneeas -105 -
5.2.3.1 Vergleich von Klvetten- und In-situ-VIS-Spektren........cocceeeevveeiecineeennns -106 -
5.2.3.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-VIS-Spektroskopi€.........cccceervviveeeriineeenns -107 -
5.2.3.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten VIS-Bereich .................... -108 -
5.2.3.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -109 -

5.2.3.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im unpolarisierten VIS-Bereich - 113 -

5.2.4  NIR-SPEKIrOSKOPIE coecuevviiieiiiee ettt ettt e e e e e e -115-
5.2.4.1 Vergleich von Klvetten- und In-situ-NIR-Spektren........cccccceevveeeecineeenns -115-
5.2.4.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-NIR-Spektroskopie........ccccceeeviveeircineeennns -117 -
5.2.4.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten NIR-Bereich.................... -118-
5.2.4.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -119-

5.2.4.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im unpolarisierten NIR-Bereich- 122 -

5.2.5 VIS-PolarisationsspektroSKOPI ......ccccuieeieiiiee ettt -124 -
5.2.5.1 Polarisationsabhadngiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im

sichtbaren Spektralbereich ........coovvuiiiiiiciiii e -125-

5.2.5.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten VIS-Bereich..........cccovveenne -125 -

5.2.5.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -128 -

5.2.5.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im polarisierten VIS-Bereich.....- 132 -

5.2.6 NIR-Polarisationsspektroskopie........cccueeiiiiiiiieiiiie e -136 -
5.2.6.1 Polarisationsabhangiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im

nah-infraroten Spektralbereich .........ccoovviviiiiiii e, -136 -

5.2.6.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten NIR-Bereich...........ccuuee.... -136 -

5.2.6.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -138 -

5.2.6.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im polarisierten NIR-Bereich....- 143 -

5.2.7 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie ........cccevuieiieiiieiiiiiiee e, - 146 -
5.2.8  VIS-Raman-SpektroSKOPIE .....ciivcuriiiiiiiiieiciiee et -147 -
5.2.8.1 PHB-Referenzspektren fiir den VIS-Raman-Bereich.........ccccovvveeereeinnnnnn. -151-
5.2.8.2 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -153 -
5.2.8.3  Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe der Raman-Messungen............. -156 -

5.2.9 NIR-Raman-SpeKtroskOopie......cccouiiiiiiiiiieiiie et -158 -



B DISKUSSION ..ttt ettt et b e b st sae e st e bbb nns -159 -
6.1 Entwickelter EINWEEIreaKtor ....c.uiivieeiiiieciee ettt -159 -
6.1.1 Spektrale Transmissionseigenschaften der Reaktormaterialien...................... -162 -
6.1.2  GasWEChSEI-MESSUNGEN .....uuiieiiiiiie ettt sbee e s e e e e - 165 -
6.1.3 Bestimmung der Wachstumskapazitat des entwickelten Einwegreaktors ...... - 168 -
6.1.4 Dauerkulturfihrung im geschlossenen Einwegreaktor...........ccccoceeevevieeeennen. -169 -
6.2 OptiSChe IN-SitU-ANAIYSEN.....coiiii ittt saee st esaaeesans -172 -
6.2.1 NIR-Messungen optischer DIChten ........ccccccveeieiiiieccciee e e -172 -
6.2.2  Chlorophyllfluoreszenz-MeSSUNGEN .......ccccveeiiriiieeeeiiieeesrireeeesrree e s sreee e e sveeas -173 -
o T VR o 1] o 1 o o1 =PRI - 175 -
6.2.3.1 Vergleich von Klvetten- und In-situ-VIS-Spektren........ccocceevevieeivicineennnns -175 -
6.2.3.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-VIS-Spektroskopi€........ccceeeeeviveeeeiiieeennns -177 -
6.2.3.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten VIS-Bereich .................... -179 -
6.2.3.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -180 -

6.2.3.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im unpolarisierten VIS-Bereich - 183 -

6.2.4  NIR-SPEKErOSKOPIE ciiieeiiiiiciiiie ettt e e e -186 -
6.2.4.1 Vergleich von Klvetten- und In-situ-NIR-Spektren.......coccevevveeiiicinenenns -186 -
6.2.4.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-NIR-Spektroskopie........ccccceeeviveeirciieeenns -187 -
6.2.4.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten NIR-Bereich.................... -187 -
6.2.4.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -188 -

6.2.4.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im unpolarisierten NIR-Bereich- 190 -

6.2.5 VIS-PolarisationsspektroSKOPIE .....ccevcvieeiiiiiee et -193 -
6.2.5.1 Polarisationsabhangiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im

sichtbaren Spektralbereich ..........coocviiiicciiiiee e -193 -

6.2.5.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten VIS-Bereich.........c.ccccveeenne -197 -

6.2.5.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -197 -

6.2.5.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im polarisierten VIS-Bereich.....- 201 -

6.2.6 NIR-Polarisationsspektroskopie......ccccuuiiiiiiieiieciiie e -203 -
6.2.6.1 Polarisationsabhangiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im

nah-infraroten Spektralbereich ........cccooviiviiiiiii e, -203 -

6.2.6.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten NIR-Bereich........c.ccccveeennne -203 -

6.2.6.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten ................. -204 -

6.2.6.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe im polarisierten NIR-Bereich....- 205 -
6.2.7 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie ........cccecuieiieciiiieeciiee e, - 206 -
6.2.8  VIS-Raman-SpeKLroSKOPIE .....cccccuiiiiiiiiie ettt e -208 -



Vi

6.2.8.

1 PHB-Referenzspektren flir den VIS-Raman-Bereich..........cccceeeeevierenneen.

6.2.8.2 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten .................

6.2.8.3  Ubersicht multipler Versuchsdurchldufe der Raman-Messungen............

6.2.9 NIR-Raman-Spektroskopie.....cccocuiiiiiiiiie i

7 SchIUROIZEruNg & BEWEITUNG ...c..vviiiiiiiie ittt e e e e e e e s snaeeeeas

7.1 Entw
7.2 Optis
8  Ausblick

iCKelter EINWEGIEaKtor .....c..viieeiiee ettt e

Che IN-SItU-ANAIYSEN ... vttt e e e rte e e e e eate e e e s eataeeeenes

9 LY A V=] w2 a1 0 E RO

10 Anhang

10.1 Spektroskopische Begriffsdefinitionen........ccccooecuiiieeiiiiiccciieeee e

10.2 Ortsaufgeldste 3D-MeSSVErfahren .......c.ccvvviiiicee i s

10.2.1 Holographische MiIKroSKOPIE .......cccuveiiiiiiiieecciiee ettt evae e

10.2.2 Optische Kohdrenztomographie........cccccveeiiciiiei e

10.3 CUITICUIUM VITAE oottt e e ettt e e e e e et bbb s e s e seseebaaaasesssensnes

10.4 VeroffentliChUNGEN ... ..o s



Vil

Kurzfassung

Mikroalgen und Cyanobakterien kénnen in biotechnologischen Anwendungen zur Pro-
duktion diverser Metabolite genutzt werden. Um Kulturen von Algen oder Cyanobak-
terien in Echtzeit zu untersuchen bieten sich dabei spektroskopische Messmethoden
an, da diese eine Datenaufnahme und -analyse in kurzer Zeit ermdoglichen.
Verschiedene Autorinnen berichten vom Einsatz diverser spektroskopischer Messtech-
niken und Versuchsaufbauten zur Identifikation von Algenspezies, zur Bestimmung von
deren Nahrstoffstatus, zur Detektion bzw. Quantifizierung von einzelnen Metaboliten
oder anderen Fragestellungen. Die meisten Ansatze waren dabei jedoch meist qualita-
tiver statt quantitativer Natur und zudem destruktiv, da Proben von zu untersuchen-
den Kulturen entnommen (und teils weiter aufbereitet) wurden. Messungen in laufen-
den Kultivierungen fanden nur in Ausnahmefallen statt.

In dieser Arbeit sollten quantitative optische In-situ-Messungen in Bioreaktoren durch-
geflihrt werden ohne laufende Kultivierungsprozesse zu storen.

Dazu wurde ein Einwegreaktorsystem genutzt, dessen Eignung zur Anzucht photoau-
totropher Mikroorganismen in diversen Versuchen evaluiert wurde. Dabei wurden
maximal vital haltbare Kulturdichten ermittelt, die teilweise tiber jenen von Erlenmey-
erkolben lagen, welche als Referenzsystem genutzt wurden. Es zeigte sich, dass vor
allem die selektive Gasdurchlassigkeit des Reaktorverschlussmaterials fiir den Kulturer-
folg relevant ist.

Anhand unterschiedlich kultivierter Suspensionen des Cyanobakteriums Nostoc musco-
rum wurden optische Messungen intrazelluldar akkumulierter Gehalte des Polymers
Poly-3-Hydroxybutyrat (PHB) durchgefiihrt. Durch verschiedene (Nahrstoffmangel-)
Medien konnte eine groBBe Spannbreite an PHB-haltigen Proben erzeugt werden. Die
minimalen PHB-Gehalte lagen bei ca. 4 % des Trockengewichts und lieBen sich durch
die simultane Applikation von Stickstoffmangel und Glucose- & Natriumacetatzugabe
auf knapp 22 % des Trockengewichts steigern. Die im Kulturverlauf erreichten Tro-
ckengewichte der Kulturen deckten einen weiten Bereich von 16 bis 1500 mg - |-1 ab.
Als optische Analysen wurden Zelldichtebestimmungen im Infrarotbereich, breitbandi-
ge Extinktionsmessungen im sichtbaren (VIS) sowie nah-infraroten (NIR) Spektralbe-

reich und Raman spektroskopische Messungen durchgefiihrt. Fiir VIS- und NIR-
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Spektroskopie erfolgten zudem polarisationssensitive Messungen. Die Spektraldaten
welche mittels verschiedener Messtechniken und Versuchsaufbauten gemessen wur-
den, wurden Partial least squares (PLS) Regressionen unterzogen und die Vorhersage-
fehler (root mean square error of prediction, RMSEP) der PLS-Modelle miteinander
verglichen.

Hierbei zeigten Messungen an Proben einer Versuchsreihe im nah-infraroten Spektral-
bereich die schlechtesten Vorhersagegenauigkeiten von PHB-Konzentrationen in der
Kultursuspension mit einem RMSEP von 5,01 mg - I'1. Die Nutzung von Messdaten der-
selben Proben aus dem sichtbaren Spektralbereich fihrte zu einem RMSEP von 3,75
mg - I'1. Bei Messungen an Proben einer anderen Versuchsreihe wurde nach Verande-
rungen im Versuchsaufbau fir den NIR-Bereich ein mittlerer Fehler von 3,57 mg - I
bestimmt. Am geringsten war der Vorhersagefehler bei der Verwendung von Raman-
Spektren als Datengrundlage, hier wurde ein RMSEP von 2,85 mg - I'* erreicht. Die Nut-
zung polarisationssensitiver Techniken fiihrte hingegen jeweils zu Verschlechterungen
der chemometrischen PHB-Vorhersagemodelle.

Bei Extinktionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich war lediglich eine indirekte
PHB-Quantifizierung anhand von differierenden Gesamtpigmentierungen der Kulturen
moglich. Es wurden Veranderungen der Spektren in den Bereichen um 680, um 560
bzw. 630 sowie unterhalb von 550 nm gefunden. Diese koinzidieren mit Hauptabsorp-
tionsbanden von Chlorophyll, Phycobillinen und Carotinoiden, deren intrazelluldre Ge-
halte sich unter Stressbedingungen verandern kénnen.

Im nah-infraroten Spektralbereich zeigten sich Extinktionssignale zwischen 1140 und
1170 sowie bei ca. 1190 nm die fir eine direkte Quantifizierung von PHB nutzbar wa-
ren. Diese koinzidieren mit Absorptionsbanden der Obertonschwingungen von Car-
bonylgruppen bzw. Streckschwingungen zweiter Ordnung von Methylgruppen, welche
in PHB-Molekiilen bzw. Polymeren vorhanden sind.

Messungen von Circulardichroismen mittels polarisationssensitiver Versuchsaufbauten
brachten keine Verbesserungen in der chemometrischen PHB-Vorhersage, was vor
allem durch die extrem geringen Intensitaten der Extinktionsdifferenzen von links- und
rechtsdrehend zirkular polarisierter Messstrahlung bedingt gewesen ist.

Mittels Raman-Messungen war eine indirekte PHB-Quantifizierung vor allem anhand

breiter Raman-Banden bei ca. 1160 und 1523 cm™ méglich. Diese waren vermutlich
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auf Raman-Signale resonant angeregter Carotinoide zurtickzufiihren. Qualitative und
quantitative Veranderungen intrazelluldrer Carotinoidpools schienen eng mit intrazel-
lularen PHB-Gehalten korreliert zu sein.

Bei NIR-spektroskopischen Messungen waren hohe Absorptionsintensitaten der wass-
rigen Kulturmedien oberhalb von 1150 nm stérend in der der PHB-Quantifizierung, VIS-
und vor allem Raman-spektroskopische Messungen hingegen wurden kaum durch die
Medien beeinflusst.

Insgesamt wurde gezeigt, dass im entwickelten Reaktor die Kultur photoautotropher
Organismen moglich ist und verschiedene optische Analysetechniken fiir einen In-situ-
Einsatz am geschlossenen System adaptierbar sind. Hierbei wurden deutliche Unter-
schiede in deren Eignung zur PHB-Quantifizierung gefunden und mogliche Optimierun-

gen der Messsysteme sowie der Einsatz weiterer Messtechniken erértert.

Schlagworte:

Cyanobakterien, geschlossener Photobioreaktor, Spektroskopie, in situ, Nostoc musco-
rum, Polyhydroxybutyrat (PHB), Raman, Partial least squares Regression (PLS), Quanti-

fizierung



Abstract

Microalgae and cyanobacteria can be used in biotechnological for the production of
diverse metabolites. For the real time monitoring of cultures spectroscopic methods
allow for data acquisition and analysis within short time.

Different authors report on the use of diverse spectroscopic techniques and experi-
mental setups for the identification of algae species, for the determination of their
nutrient status, for the detection and/or quantification of single metabolites or for
other objectives. Most of the approaches nevertheless were rather of qualitative than
of quantitative nature and also destructive in the sense that separate samples of the
cultures under evaluation were taken (and partly further processed). Measurements
inside of running cultivations were only performed exceptionally.

In was the aim of this work to perform quantitative optical in-situ-measurements in-
side photobioreactors without disturbing running cultivation processes.

For this single use bioreactors were used whose suitability for the cultivation of photo-
autotrophic microorganisms was evaluated in diverse experiments. Maximum stable
densities of vital cultures partly higher than those of Erlenmeyer flasks which were
used as reference system were achieved. It was found that especially the selective gas
permeability of the reactor sealing materials is relevant for successful culturing.

Using differently cultivated suspensions of the cyanobacterium Nostoc muscorum opti-
cal measurements of intracellular accumulated levels of the polymer poly-3-hydroxy-
butyrate (PHB) were performed. Through the use of different (nutrient depleted) me-
dia a wide range of PHB-containing samples was created. Minimum PHB-contents were
at 4 % of cell dry matter and were enhanced up to 22 % of cell dry matter by simulta-
neous depletion of nitrogen and addition of glucose acetate and sodium acetate. Dry
matter yields achieved during cultivations covered a range from 16 to 1500 mg - I%.

In terms of optical analysis cell density determinations in the near infrared spectral
region, broadband extinction measurements in the visible (VIS) and near infrared (NIR)
spectral range as well as Raman spectroscopic measurements were performed. For VIS
and NIR spectroscopy additional polarization sensitive measurements were done. All

spectral data acquired by different methods were used for partial least squares (PLS)
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regression modeling and model prediction errors (root mean square error of predic-
tion, RMSEP) of different models were compared.

Measurements of samples from one experiment in the near infrared spectral range
showed less accurate prediction abilities of PHB concentrations giving an RMSEP of von
5,01 mg-I't. Using VIS spectral data of the same samples led to an RMSEP of
3,75 mg - I'Y. Measurements on samples of another experiment in the NIR range which
were done after modifications in the experimental setup gave an RMSEP of
3,57 mg - I'Y. The smallest prediction errors were found in models built upon Raman
spectroscopic data where an RMSEP of 2,85 mg - I'* was obtained. The use of polariza-
tion sensitive spectroscopic techniques generally led to deteriorations in chemometric
PHB prediction models.

Using extinction spectroscopic measurements in the visible spectral range only an indi-
rect quantification of PHB through differing total pigment absorbance from cultures
was possible. Spectral differences in the regions of 680, 560 and 630 as well as below
550 nm were found. These coincide with the main absorption bands of chlorophylls,
phicobillines, and carotenoids, whose intracellular contents can vary under stress con-
ditions.

In the near infrared spectral range extinction signals between 1140 and 1170 as well as
at ca. 1190 nm were detected which were exploitable for a direct quantification of
PHB. These coincide with absorption bands from overtone vibrations of carbonyl
groups and second order stretching vibrations of methyl groups, which both are pre-
sent in PHB molecules and polymers.

The acquisition of circular dichroisms through polarization sensitive spectral setups
gave no improvements in chemometric PHB predictions, which was mainly attributable
to the weak intensities of extinction differences between left and right handed circu-
larly polarized measuring irradiance.

By Raman spectroscopic measurements an indirect quantification of PHB mainly based
on broad Raman bands at ca. 1160 and 1523 cm™ was possible. These were most
probably attributable to Raman signals of resonantly excited carotenoids. Quantitative
and qualitative changes in intracellular carotenoid pools seemed to be closely correlat-

ed to intracellular PHB levels.
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For NIR spectroscopic measurements high absorption intensities of aqueous culture
media above 1150 nm distorted the PHB quantification while VIS and Raman spectro-
scopic measurements were hardly affected by culture media.

Overall it has been demonstrated, that in the developed bioreactor culturing of photo-
autotrophic organisms is possible and that different optic analytical techniques are
adaptable for in-situ-operation at the reactor. Hereby clear differences in their suitabil-
ity for PHB quantification were found and possible optimizations of experimental set-

ups as well as the usage of other measuring techniques are discussed.

Keywords:
Cyanobacteria, closed photobioreactor, spectroscopy, in situ, Nostoc muscorum, poly-

hydroxybutyrate (PHB), Raman, partial least squares regression (PLS), quantification
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1 Einleitung

Bei der Arbeit mit aquatischen Mikroorganismen fallt auf, dass es einen groRen zah-
lenmaRigen Unterschied zwischen existenten und gut erforschten Organismen gibt,
zwischen potenziellen biotechnologischen Anwendungen und tatsachlich existenten
Prozessen, zwischen Grundlagenforschung und Anwendung. Von geschatzten 8.000
Spezies, die es an Cyanobakterien gibt, sind weniger als zehn in bestehenden Produkti-
onsprozessen etabliert. Somit gibt es eine Fiille an ungenutzten physiologischen und
biochemischen Potenzialen dieser Organismen, welche auf ihre Erforschung warten.
Zur detaillierten Charakterisierung potenziell nutzbarer Organismen aus der Gesamt-
heit der existenten Organismen ist es zunachst notwendig, die Anzahl von detailliert zu
untersuchenden Spezies auf einen Gberschaubaren und versuchstechnisch handhabba-
ren Umfang zu reduzieren. Je nachdem, was das gewiinschte Produkt bzw. der Produk-
tionsprozess als Ziel hat, kann die Auswahl aufgrund verschiedenster Parameter ge-
schehen. Entscheidend hierbei ist jedoch, dass die zur Auswahl genutzten Parameter
im grofRen Malstab gemessen bzw. (iberwacht werden kénnen, um keine moglichen
Produktions-Kandidaten bei groRangelegten Screening-Versuchen zu Gbersehen. Tradi-
tionelle chemische Analysen kdnnen hierbei jedoch zu hohen Kosten und erheblichem
Material- und Zeitaufwand fiihren, weshalb es wiinschenswert ist Alternativen zu
schaffen, welche bei der Suche nach Kandidaten schnell und zuverldssig belastbare
Einteilungsergebnisse liefern.

Optische Analysemethoden wie beispielsweise verschiedene Techniken der Spektro-
skopie sind fiir diese Aufgabe gut geeignet, da sie in der Regel schnell durchfihrbar
sind und im besten Fall nur geringen apparativen und arbeitstechnischen Aufwand
erfordern. Allerdings ist es notwendig, vor Beginn der Tests eine Methodik auszuwah-
len, welche auf die zu untersuchende Stoffklasse optimal passt. Zudem miissen die
optischen Eigenschaften der zu untersuchenden Organismen, sowie weitere, moglich-
erweise die Messungen beeinflussende Faktoren beriicksichtigt werden. Hat man sich
fir einen Spektralbereich, eine Methodik und einen Versuchsaufbau entschieden,
missen die nachfolgenden Messungen reproduzierbar durchfiihrbar sein. Auch nach-

folgende Verarbeitungsschritte der gewonnenen Spektraldaten kénnen grofRe Auswir-
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kungen auf die Qualitat und praktische Anwendbarkeit bzw. Nutzung von spektrosko-
pischen Methoden haben und bei unsachgemaler Anwendung saubere Messergebnis-
se entwerten.

Um alle diese Faktoren bei der Auswahl von Analysemethoden fiir die Anwendung bei
der Untersuchung aquatischer Mikroorganismen zu bericksichtigen und ihre Einfliisse
auch quantitativ einschatzen zu kénnen, sollen in dieser Arbeit verschiedene Metho-
den qualitativ und quantitativ verglichen werden. Hierdurch soll Anwenderinnen?! eine
Unterstiitzung bei der Auswahl und Anwendung der fir ihre Fragestellung optimalen

Methodik gegeben werden.

1 Zur besseren Lesbarkeit des Textes wird in dieser Arbeit nicht stets genderneutral formuliert, intentio-
nell schlieen die gewdhlten Begriffe jedoch alle moglichen Geschlechterformen mit ein.
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2 Stand des Wissens

Zur Herausarbeitung der fiir diese Arbeit entscheidenden Liicken in der bestehenden
Fachliteratur, soll zundchst ein Uberblick {iber bereits existente Bioreaktorsysteme
gegeben und die spezifischen Anforderungen im Bereich von Screening-Anwendungen
aufgezeigt werden. Da die Systemvalidierung mittels Kulturen von photoautotrophen
Mikoorganismen vorgenommen wurde, sollen diese Organismen und ihre potenziellen
Anwendungen nachfolgend betrachtet werden. Abschliefend und schwerpunktmaRig
wird in diesem Kapitel der Stand der Forschung und Anwendung optischer Analyse-

techniken erortert.
2.1 Einwegreaktoren, Biopolymere und phototrophe Mikroorganismen

2.1.1 Einweg-Photobioreaktoren

Flir die Anzucht von Mikroalgen gibt es verschiedene technische Ansatze, welche je-
weils eigene Vor- und Nachteile besitzen. Generell muss zwischen offenen Systemen,
wie beispielsweise der Anzucht in offenen Raceway-Ponds und geschlossenen Syste-
men unterschieden werden. In geschlossenen Systemen ist eine bessere Prozessteue-
rung moglich, da diverse Einflussfaktoren (z.B. Temperatur, pH-Wert, Durchmischung,
etc.) gezielt gesteuert werden kdnnen (Pulz & Scheibenbogen, 1998, S. 135 f.). Fiir eine
umfassende Ubersicht tiber existente Reaktorgeometrien inklusive der jeweils inharen-
ten Vor- und Nachteile sei auf Borowitzka (1999) verwiesen. Eine weitere Zusammen-
fassung verschiedener Reaktortypen mit sehr anschaulichen Darstellungen gibt Posten
(2009).

Die in den oben genannten Quellen beschriebenen Reaktortypen sind vor allem solche,
welche fir die Produktion von Biomasse oder Inhaltsstoffen genutzt werden kénnen.
Kleine Systeme mit einem Volumen von 50 bis 100 ml werden hierbei etwas vernach-
Iassigt. Bei der Untersuchung bisher nicht charakterisierter Algenarten bzw. in der Pro-
zessentwicklung sind jedoch oftmals Experimente nétig, in denen hohe Probendurch-
satze erzielt werden sollen um verschiedene Einflussfaktoren (Temperatur, Zusam-
mensetzung des Anzuchtmediums, etc.) in Gberschaubarer Zeit untersuchen zu kon-

nen. Deshalb soll im Folgenden ein Uberblick (iber Anzuchtsysteme mit einem Kultur-
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volumen von maximal 100 ml gegeben werden, wobei Einwegldsungen besonders im

Fokus stehen.

2.1.1.1 Systemiibersicht

Generell ist zu konstatieren, dass es wenige kommerziell verfligbare Einweg-
Photobioreaktoren fiir das Screening von Mikroalgen gibt (Pacheco et al., 2013). Auch
gilt (analog zu biopharmazeutischen Einsatzbereichen), dass diese Systeme wenig
standardisiert sowie offizielle Qualitatstests wenig etabliert sind, so dass eine direkte
Vergleichbarkeit ihrer kulturtechnischen Eigenschaften schwierig ist (Lopes, 2015).
Kommerzielle Screeningsysteme wie beispielsweise der PBR101™ der Firma Pheno-
metrics (www.phenometricsinc.com) oder der Multi-Cultivator MC 1000 der Firma
Photon Systems Instruments (www.psi.cz) sind zumeist modular aufgebaut, jedoch
zumeist auf Basis von mehrfach verwendbaren Materialien. Zwar gibt es verschiedene
Einweg-Systeme, welche bereits routinemalig fur die Kultur von Algen (z.B. von Hahne
et al., 2014) oder Untersuchungen an Cyanobakterien (Cirés et al., 2015) eingesetzt
werden, diese sind jedoch zu grofR (GE Healthcare Life Sciences beispielsweise vertreibt
von seinem Cellbag®-System lediglich Ausfiihrungen, mit einem Mindest-
Beutelvolumen von 500 ml) und vor allem zu kostenintensiv (ein Exemplar der genann-
ten 500 ml Beutel kostet Gber 500 € pro Stlick) um einen groRflachigen Einsatz als
Screeningsystem zu ermdoglichen. Deshalb werden im Folgenden lediglich Systeme mit
einem Volumen bis maximal 100 ml aufgefiihrt, welche kostenglinstig und in groRen
Stiickzahlen verfiigbar sind.

Als ,das”“ Standardsystem fiir Anzucht- und weitere Versuche ist sicherlich die Ver-
wendung von Erlenmeyerkolben zu sehen (beispielsweise von lJia et al., 2014), welche
in der Regel auf Orbitalschittlern gelagert werden, um eine gute Durchmischung der
Kulturen zu gewahrleisten. Urspriinglich aus Glas gefertigt, gibt es hiervon inzwischen
auch Versionen aus diversen Polymeren. Die Moglichkeiten, direkt in Erlenmeyerkol-
ben Messungen (Kulturdichte, pH, etc.) durchzufiihren, sind jedoch sehr begrenzt und
erfordern entweder invasive Verfahren (z.B. pH-Tauchelektroden) oder eine Entnahme
von Probenaliquots, welche offline weitergehend untersucht werden kénnen. In den
letzten Jahren wurden deshalb verschiedenste Photobioreaktor-Systeme auf der Basis

von Einwegmaterialien entwickelt, wobei diese Losungen jedoch systeminhdrente Vor-
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und Nachteile aufweisen, welche je nach Anforderung gegeneinander abgewogen
werden missen.

Als den klassischen Erlenmeyerkolben dhnlich anzusehen, sind vor allem KulturgefaRe,
welche mit mehr als 20 ml Fillvolumen betrieben werden. Diese sind in der Praxis
meistens aus Anwendungen der Zellkultur ibernommen, wobei es sich oftmals um
geschlossene Flaschen aus Polystyrol handelt, welche durch Filterkappen verschlossen
werden konnen und einen konstanten Gasaustausch ermoglichen. Bae et al. (2013)
beispielsweise, verwendeten dieses System lediglich fiir kurze Kulturdauern von bis zu
7 Tagen.

Die Verwendung von Falcon-Rohrchen als Kulturgefal3, wie beispielsweise in den Tube-
Spin®-Reaktoren der Firma TPP Techno Plastic Products AG umgesetzt, ist eine weitere
Moglichkeit, Anzuchten in EinweggefaRen durchzufiihren. Diese Rohrchen gibt es in
diversen GroBen und auch sie lassen sich auf Orbitalschiittlern lagern. Durch den se-
rienmalig vorhandenen Schraubverschluss, ist kein Gaswechsel moglich, so dass
Membranmaterialien oder andere Losungen verwendet werden kdnnen, um einen
besseren Gasaustausch zu ermoglichen bzw. (wie im Fall des TubeSpin®-Systems mit
septierten Deckeln) sterile Probennahmen zu ermdéglichen. Eine Moglichkeit, die Ver-
wendung solcher GefdaRRe auszuweiten, bestiinde in einer aktiven Begasung, so wie sie
beispielsweise in Multi-Cultivator MC 1000 Reaktoren realisiert ist. Generell ist dieser
Gefalltyp jedoch eher fir die (mittelfristige) Lagerung von Kulturen zu verwenden als
fur effiziente Anzuchten mit hohen Wachstumsraten.

Die Miniaturisierung von Riihrreaktoren hingegen ist ein Ansatz, um Screeningversu-
che unter produktionsnahen Bedingungen durchfiihren zu kénnen. So bieten Systeme
wie das von Kostov et al. (2001) beschriebene eine gute Moglichkeit zur Hochskalie-
rung von Messergebnissen auf grofRere Volumina, da durch die Riuhrer-induzierte gute
Durchmischung der Kultursuspension hohe Gastransferraten erzielt werden kdnnen.
Die Autoren konnten durch entsprechend gewdhlte Riihrgeschwindigkeiten Bedingun-
gen aus einem 1-I-Ruhrreaktor erfolgreich auf ein Volumen von ca. 2,5 ml runterskalie-
ren. Zudem bietet das beschriebene System die Moglichkeit, berihrungslos Kulturdich-
ten Uber deren optische Dichte zu erfassen. Mittels im Innenraum angebrachter Sen-
sorpunkte, welche Uber ein System aus Leucht- und Photodioden ausgelesen werden

kénnen, konnen pH-Wert und Gel6stsauerstoff zusatzlich in situ bestimmt werden. Das
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System ist (auch aufgrund der Tatsache, dass es vornehmlich aus kostengiinstigen Ein-
wegmaterialien gefertigt ist) als potenziell tauglich fiir Hochdurchsatz-Screenings anzu-
sehen. Nachteilig sind die geringen kultivierbaren Volumina, welche probenintensive
nachfolgende Analysen unmaoglich machen. Ein weiterer Miniatur-Rihrreaktor wurde
von Lamping et al. (2003) entwickelt. Auch dieser Reaktor erlaubt bei hohen Gastrans-
ferraten und Kulturvolumina von 6 ml eine hochskalierbare Prozessfiihrung. Die Ver-
wendeten Materialien (dickwandiges Plexiglas) und der Aufbau des Systems (u.a. fest
verbaute Sensoren fir Kulturdichten, pH-Wert, etc.) sind in diesem System jedoch limi-
tierend fur eine Anwendung in groRer Stickzahl. Weitere Systeme wurden u.a. von
Puskeiler et al. (2005), Harms et al. (2006) oder Zhang et al. (2006) beschrieben und
bieten durch ihre vielfdltigen erfassbaren Kulturparameter (Dichte, pH, etc.) einiges
Potenzial als Screening-Systeme. Den drei genannten Reaktoren ist jedoch gemein,
dass sie mit Kulturvolumina von 5 ml, 2 ml respektive 150 pl in sehr geringem Gro-
Renmalstab betrieben werden und somit die Biomassemengen kaum ausreichen um
weitergehende Probenanalysen durchzufiihren. Auch sind die meisten der genannten
Systeme fiir die Anzucht von bakteriellen Kulturen entwickelt worden, so dass Informa-
tionen zur Moglichkeit der Lichtversorgung innerhalb der Systeme zumeist fehlen, ein
Faktor der fiir Screeningversuche an phototrophen Organismen essentiell ist.

Als weiteres System sei die Verwendung von Mikrotiterplatten als Mini-Reaktoren
erwahnt. Durch ihren sehr geringen Platzbedarf, sowie der Moglichkeit bis zu 384 oder
mehr Proben auf einer Platte zu kultivieren (zumindest theoretisch, praktisch sind die
moglichen Probenzahlen durch auftretende Randeffekte an den duRReren Proben, wel-
che die Versuchsergebnisse stark verfalschen kdnnen, meist um ein Viertel oder mehr
reduziert), sind sie hervorragend fir Hochdurchsatz-Screenings geeignet. Vorteilhaft
sind zudem diverse Moglichkeiten um Kulturdichten, spektrale Eigenschaften oder an-
dere Signale direkt im GefalR (in situ) zu messen. Nachteilig ist jedoch, dass gerade bei
Platten, die sehr hohe Probenanzahlen ermdglichen, die Kulturbedingungen durch die
geringen Fllssigkeitsmengen stark verfalscht werden und somit Versuchsergebnisse,
welche in Platten erzielt wurden, kaum auf groBvolumigere Systeme (ibertragbar sind.
Neben Platten mit z.B. 96 Probenvertiefungen (Pacheco et al., 2013), werden oftmals
solche genutzt, welche zwar weniger Einzelproben pro Platte, jedoch grofRere Volumi-

na je einzelner Probe ermdglichen. So werden Platten mit 48 (z.B. Liu et al., 2013), 24
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(Van Wagenen et al., 2014) oder 12 (Abdelaziz et al., 2014) Vertiefungen genutzt. Auch
Ansatze fir eine kontinuierliche, diffusive Bereitstellung von Anzuchtmedium und
dadurch bedingte Arbeitsersparnis im Handling wurden publiziert (Nowack et al.,
2005). In Kombination mit separaten Lichtquellen fiir jede einzelne Probenvertiefung,
wie z.B. bei Mertiri et al. (2011) bzw. Chen et al. (2012) oder Graham et al. (2015), so-
wie Einrichtungen fir verbesserte CO,-Versorgung der Kulturen, wie z.B. durch die bei
Liu et al. (2013) verwendeten GasPak™-Beutel der Firma Becton, Dickinson & Co. las-
sen sich Mikrotiterplatten in der Tat als Mini-Bioreaktoren ansehen. Auch die Verwen-
dung von Pipettierrobotern (Radzun et al., 2015) bei der Beladung von Mikrotiterplat-
ten sowie deren Einbindung in Systeme, wie beispielsweise den BioLector® der Firma
m2p-labs GmbH (Anwendungen sind z.B. von Kensy et al. (2009a, 2009b) beschrieben),
welcher es mittels optischer Messtechniken erméglicht, Messungen von Kulturdichten,
Sauerstoffkonzentrationen und Fluoreszenzsignalen wahrend laufender Kultivierungen
berihrungslos und in Echtzeit aufzunehmen, ist ein weiterer Schritt zur Nutzung von
solchen Platten als (iberwachte System mit der Moglichkeit zur automatisierten und
gezielten Prozesssteuerung.

Ein groRer Kritikpunkt bei der Durchfihrung von Screenings in Standard-
Mikrotiterplatten, ist die zumeist unzureichende Gasversorgung der Proben, welche
eine Skalierbarkeit der Versuchsergebnisse auf groRere Fermentervolumina oftmals
unmoglich macht (Wenk et al., 2012). Als Lésung wurden deshalb Mikrotiterplatten
entwickelt, welche durch eingearbeitete Schikanen, welche fiir turbulente Flussigkeits-
strome sorgen, einen stark erhohten Gasaustausch ermoglichen. Diese Platten, deren
positive Eigenschaften von Funke et al. (2009) ausfiihrlich untersucht wurden und die
als FlowerPlates® kommerziell von der Firma m2p-labs GmbH vertrieben werden, sind
ein weiterer Schritt um Mikrotiterplatten tatsachlich als vollwertiges Screeningsystem
nutzen zu konnen. Letztlich sind hohe Gasaustausch- bzw generell Massentransfer-
Raten jedoch vor allem bei kleinen Fillvolumina moglich, welche online-Analysen di-
rekt in Mikrotiterplatten und vor allem nachgeschaltete offline-Analysen oftmals un-
moglich machen (Kensy et al., 2009a).

Mikrofluidische Systeme verstarken diese Problematik noch einmal. So berichten Shih
et al. (2014) von einem System, welches auf Tropfen-Basis arbeitet, kostenginstig ist

und auf minimalem Platz eine parallele Kultur von Algen, sowie eine Uberwachung von
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Kulturdichten und Fluoreszenzsignalen ermdglicht. Da dieses System fast ganzlich ohne
mechanische Teile und (auBer der anfanglichen Zugabe von je einem Tropfen Algen-
suspension sowie Fluoreszenzfarbstoff) manuelle Arbeitsschritte auskommt, stellt es
prinzipiell einen hervorragenden Ansatz fiir Hochdurchsatz-Screenings dar. Jedoch sind
die verwendeten Kulturvolumina mit 120 ul sehr gering und starken Verdunstungsein-
fllissen ausgesetzt. Die von den Autoren beschriebene Kulturdauer von 24 Stunden ist
dabei extrem gering und fir umfassendere Screeningversuche, in denen man verschie-
dene Wachstumsphasen (z.B. exponentielle Phase sowie stationdre Phase) einer glei-
chen Kultur untersuchen will, unzureichend. Von moglichen Kulturdauern bis 68 Stun-
den berichten Luke et al. (2016), was zumindest ansatzweise die Untersuchung der
Entwicklung von Zellgruppen iiber wenige Generationen erméglicht. Ahnliche Systeme,
beispielsweise das von Au et al. (2011) sowie das von Bae et al. (2013) beschriebene,
haben dabei durchaus die Fahigkeit, Resultate, welche in gréBerem Malistab (200 ml
Zellkulturflaschen) erzielt wurden, zu reproduzieren. Durch den in letztgenannter Ver-
offentlichung realisierten konstanten Flissigkeitsstrom des Mediums um fixierte Zel-
len, lassen sich zudem dieselben Zellen in verschiedenen Kulturzustanden untersu-
chen, wobei in der genannten Arbeit lediglich Kulturparameter auf Fluoreszenzbasis
bestimmt wurden. Fiir eine Ubersicht (iber weitere mikrofluidische Systeme sei auf
Han et al. (2013) verwiesen.

Das von Menke et al. (2012) entwickelte Reaktorsystem, bestehend aus Einweg-
Polymeren, welche in der Verpackungsindustrie eingesetzt werden, ist ein Ansatz, wel-
cher nicht nur kostenglinstig ist und einen hohen Probendurchsatz ermdglicht, son-
dern gleichzeitig die Kultivierung von Volumina bis 100 ml je Einzelprobe ermdglicht.
Zudem ist die Moglichkeit gegeben, Kulturdichten sowie weitere Parameter mittels
diverser Spektroskopietechniken in situ zu bestimmen, was eine kontinuierliche Pro-
zessliberwachung ermoglicht. Als nachteilig wurde von den Autoren jedoch bewertet,
dass die Anzucht von fragilen bzw. motilen Algenarten in ihrem System, aufgrund des
durch die Begasung auftretenden Stresses, problematisch sind. Die von den Autoren
erganzend genutzte Version eines Wippenreaktors, basierend auf denselben Einweg-
matten, ist auch fir fragile Spezies geeignet, jedoch kann hierbei durch die gasdicht
geschlossenen Probenkompartimente eine CO;-Mangelversorgung auftreten. Der be-

schriebene Einsatz von Kohlenstoffquellen im Medium, welcher als Lésung prasentiert
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wird, ist jedoch gerade bei unbekannten Organismen problematisch, da Kenntnisse
Uber deren Metabolismus (und vor allem die Fahigkeit evtl. zugegebene Kohlenstoff-
quellen zu verwerten) nicht zwingend gegeben sind.

In der folgenden Tabelle 2.1 sind die grundlegenden Eigenschaften verschiedener Re-

aktortypen zusammengefasst:

Tabelle 2.1: Gegenliberstellung ausgewahlter Eigenschaften verschiedener Bioreaktortypen. Die Daten

sind aus Menke (2012) sowie Kumar et al., (2004) entnommen

System Erlenmeyer- Mini-Rihr- Bioreaktor- Mikrotiter- Mikrofluidische
kolben reaktoren matten platten Systeme
Volumen 25-500 ml 2,5-500 ml 50 ml <1-12ml <100 pl
Einwegtauglich- ja ja ja ja ja
keit
Platzbedarf hoch sehr hoch gering sehr gering extrem gering
Kultivierungs- bis ca. 30 30 Tageund  bisca. 14 wenige Tage wenige Stunden
dauer Tage langer Tage bis Tage
Gasaustausch gut sehr gut sehr gut sehr gering extrem gering
Algenwachstum befriedigend sehr gut gut schlecht schlecht
Kosten gering sehr hoch sehr gering sehr gering k.Al
Prozessteuerung Nur ausge- Viele Para- Nur ausge- Nur ausge- Nur ausge-
moglich wahlte Para- meter wahlte Pa- wahlte Para- wahlte Para-
meter? rameter meter meter

! Eine Angabe von Kosten ist schwierig, da sich diese Reaktortypen zumeist in frithen Entwicklungssta-
dien befinden. Durch optimierte Verfahren zur massenhaften Systemproduktion sollten jedoch extrem
niedrige Kosten je Probe maoglich sein.

2 Welche Parameter hierbei genau gesteuert werden kénnen (z.B. Temperatur, Beleuchtungsdauern
und -Intensitdten, Gasversorgung etc.) hangt stark vom verwendeten System ab, jedoch ist eine voll-
umfangliche Kontrolle i.d.R. nicht méglich.

Wie gezeigt, sind zwar Hochdurchsatz-Lésungen erhaltlich, jedoch operieren diese
meist im sehr kleinen MaRstab, was nachfolgende Analysen erschwert bis unmdglich
macht und bieten wenig Mdglichkeiten, im Kulturverlauf Informationen lber den ak-
tuellen Kulturzustand zu erhalten. Den meisten Systemen ist dabei gemein, dass sie
aus kostenglinstigen Materialien gefertigt werden, weshalb im Folgenden eine kurze

Ubersicht iiber die Eigenschaften kommerziell verfiigbarer Polymere gegeben wird.
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2.1.1.2 Polymermaterialien

Aufgrund der spezifischen Anforderungen in verschiedenen Anwendungsbereichen,
gibt es eine Vielzahl an existenten Polymeren und Polymerverbindungen, welche sich
stark in ihren Materialeigenschaften beziiglich der Permeationsfahigkeit fir verschie-
dene Gase unterscheiden. Abbildung 2.1 gibt eine Ubersicht {iber ausgewihlte Perme-
abilitatseigenschaften verschiedener, im Nahrungsmittel-Verpackungsbereich einge-

setzter Polymere.
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Abbildung 2.1: Ubersicht der Permeabilitatseigenschaften verschiedener Polymermaterialien am Bei-
spiel der Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlassigkeit. (Quelle: Nach Langowski, 2006)

Wie aus Abbildung 2.1 ersichtlich, gibt es mit Polymeren, welche aus Polyethylen ge-
ringer Dichte (LDPE) gefertigt sind, Materialien mit hohen Permeabilitdten fir Sauer-
stoff, bei gleichzeitig geringen Durchlassigkeiten fir Wasserdampf.

Generell gilt fiir die Gasdurchlassigkeit von Plastikmaterialien eine Faustformel von
4:1:0,25 beziiglich der relativen Durchlassigkeit flir Kohlendioxid, Sauerstoff und Stick-
stoff (Birus, 2007), jedoch ist dies nur ein Richtwert und neben dem Folienmaterial
durch weitere Faktoren (Materialmodifikationen in Verarbeitungsvorgangen, Einsatz
funktioneller Beschichtungen, Erstellung von Polymerverbiinden) stark variabel. Tabel-
le 2.1 gibt einen Uberblick iber die Permeationseigenschaften verschiedener Folien-

materialien, wobei Abweichungen von oben genannter Faustformel offensichtlich sind.



Stand des Wissens -11-

Tabelle 2.1: Relative Permeationswerte verschiedener Polymermaterialien (Nach Guisheng et al., 1995)

Material N2 02 CO:

Polystyrenfolie 1 2,6 10,4
LDPE Folie 1 3,1 10,7
LLDPE Folie 1 3,1 11,1
HDPE Folie 1 3,2 11,9
Polypropylenfolie 1 4,3 13,6
PET Folie 1 3,6 17,8
Nylon 6 Folie 1 3,4 18,4

(L)LDPE: Linear low density polyethylene, (Lineares) Polyethylen geringer Dichte;
HDPE: High density polyethylene, Polyethylen hoher Dichte; PET: Polyethylenterephthalat

Um die optimalen Materialien fiir eine bestimmte Anwendung zu finden, sollte somit
eine Materialpriifung der einzelnen Polymere im Hinblick auf die im Einsatz benétigten
Eigenschaften (wie beispielsweise CO,-Durchlassigkeit) erfolgen. Von Egbers (2005)
durchgefiihrte Versuche an Kultursystemen fiir die In-vitro-Kultur von Pflanzen legen
hierbei nahe, dass Polymere auf Basis von Polyethylen geringer Dichte gute Materialei-
genschaften fiir eine Verwendung als Verschlussfolien zur Herstellung eines geschlos-
senen Anzuchtsystems bieten, da sie hohe Gasaustauschraten ermoglichen. Ebenfalls
von Egbers untersuchte mikropordse Folien oder Gewebe weisen noch héhere Gas-
durchlassigkeiten auf, jedoch flihren die Mikroperforationen zu stark beschleunigter
Verdunstung von Flissigkeit aus dem KulturgefaR. Gerade fir langere Kulturdauern in
einem geschlossenen System, in dem keine Flissigkeit ausgleichend zugefiihrt werden
kann, ist dies eine stark nachteilige Materialeigenschaft.

Da im zu entwickelnden Photobioreaktor photoautotrophes Wachstum ermoglicht
werden sollte, wurde anhand der aufgefiihrten Kriterien und Materialeigenschaften in
LDPE-Folien ein geeigneter Werkstoff identifiziert, welcher eine hohe Durchldssigkeit
flir CO2 und O, aufweist. Gleichzeitig ist die Wasserdampfdurchladssigkeit sehr gering,
was bei Versuchen mit Mikroalgen, welche in flissigen Anzuchtmedien kultiviert wer-
den, vorteilhaft ist, da somit Verfalschungen von Versuchsergebnissen bedingt durch

starke Verdunstung verhindert werden.
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2.1.2 Phototrophe Mikroalgen & Cyanobakterien

Da in dieser Arbeit verschiedene Organismen genutzt wurden, wird an dieser Stelle
zunichst ein genereller Uberblick (iber Eigenschaften und Nutzungsméglichkeiten ma-
riner Mikroorganismen gegeben, bevor das Cyanobakterium Nostoc muscorum detail-

lierter betrachtet wird.

2.1.2.1 Biodiversitat & Biotechnologische Nutzung

Da der Ursprung allen Lebens in den Weltmeeren liegt, haben aquatische Organismen
einen sehr langen Evolutionsprozess durchlaufen, was zu einer grof3en Diversitat mari-
ner Spezies gefiihrt hat. In einschlagigen Datenbanken (www.algaebase.org,
Stand: 2014) sind inzwischen mehr als 2.900 Spezies von Griinalgen aus der Klasse der
Chlorophyta gelistet. Zudem sind Uber 3.800 prokaryotische Organismen aus der Klas-
se der Cyanobacteria bereits taxonomisch erfasst. Auch wenn man groRe Ungenauig-
keiten bei der Prognose tatsachlich existenter Spezies berticksichtigt, so ist anzuneh-
men, dass die Anzahl noch unentdeckter und unerforschter Arten betrachtlich ist. Zu-
dem gibt es eine starke Diskrepanz zwischen existenten und tatsachlich wirtschaftlich
genutzten Spezies. So sind von geschatzten 8.000 Spezies, die es alleine an Cyanobak-
terien gibt (Guiry, 2012), weniger als zehn in bestehenden Produktionsprozessen etab-
liert (Priyadarshani & Rath, 2012). Zwar liefern beispielsweise Picardo et al. (2013) in-
teressante methodische Ansatze um aus bereits publizierten Daten fiir definierte Pro-
zesse geeignete Organismen zu identifizieren, jedoch ist diese Meta-Auswahl anhand
von physiologischen Parametern nur fiir gut untersuchte Organismen geeignet und
vernachlassigt weniger erforschte Arten beinahe vollkommen. Somit gibt es eine Fiille
an ungenutzten physiologischen und biochemischen Potenzialen innerhalb dieser Or-
ganismen, welche auf ihre Erforschung warten.

Fiir eine umfangreiche Ubersicht (iber bereits existente und potenzielle Nutzungsmog-
lichkeiten photosynthetisch aktiver mariner Mikroorganismen sei auf die Veroffentli-
chungen von Priyadarshani & Rath (2012) sowie Wijffels et al. (2013) verwiesen.

Es sollen jedoch einige Nutzungsmoglichkeiten zumindest grob umrissen werden, um
eine Einordnung dieser Arbeit in der marinen Biotechnologie zu erlauben.

So kann einerseits die gesamte, abgesehen von Zentrifugationsprozessen zur Aufkon-

zentrierung, wenig prozessierte Biomasse zur Energiegewinnung genutzt werden. Dies
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kann unter anderem durch Vergadrungsprozesse zur Herstellung von Biogas geschehen
(Collet et al., 2011), oder durch die Extraktion von Lipiden und deren Umwandlung in
Biodiesel (Sawaengsak et al., 2014). Dieser Verwendung stehen jedoch hohe Investiti-
ons- und Betriebskosten entgegen, welche eine rein energetische Nutzung der Biomas-
se wirtschaftlich nicht rentabel machen; eine Tatsache die auch durch die Nutzung von
hochpreisigen Beiprodukten wie beispielsweise Omega-3-Fettsdauren nicht komplett
eliminiert werden kann (Sawaengsak et al., 2014).

Vielversprechender erscheint die zielgerichtete Gewinnung von hochpreisigen und
gleichzeitig in groRen Mengen herstellbaren Produkten, um die noch hohen Investiti-
onskosten wirtschaftlich sinnvoll auffangen zu kénnen und dabei die kontinuierliche
Weiterentwicklung von Anlagen und Prozessen zu ermoglichen. Dies kdnnen bei-
spielsweise in der Medizintechnik anwendbare Biopolymere sein, welche in dieser Ar-
beit als Zielmetabolit ausgewahlt wurde. Die Herstellung solcher Stoffe in marinen Or-
ganismen wurde bereits hinlanglich bewiesen, wobei vor allem das Cyanobakterium
Nostoc muscorum als photoautotropher Polymerproduzent attraktiv erscheint und

deshalb im Folgenden noch detaillierter betrachtet werden soll.

2.1.2.2 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris zahlt zu den ausfihrlichst beschriebenen und erforschten phototro-
phen Organismen. Bereits 1890 von Beyerinck taxonomisch erfasst, hat Chlorella seit-
dem den Status eines Modellorganismus erreicht, an welchem verschiedenste Um-
welteinfliisse und Stoffwechselwege detailliert untersucht wurden. Dies ist neben der
simplen Organisationsform dieses einzelligen Organismus, bei der eine Zelle beispiels-
weise nur einen grolRen Chloroplasten besitzt (Kuchitsu et al., 1987), vor allem auf kul-
turtechnische Vorteile zurickzufiihren. So kénnen durch geeignete Kulturfliihrung
komplett synchrone Kulturen hergestellt werden, in denen sich alle einzelnen Zellen in
demselben physiologischen Zustand befinden. Diese vor allem von Tamiya et al. be-
reits 1953 entwickelte Methodik erlaubt es, Stoffwechselprozesse auf ,Quasi-
Einzelzellniveau” jedoch anhand wesentlich gréBerer Probenvolumina zu untersuchen.
Insbesondere Zellzyklen und ihnen zugrunde liegende Funktionsmechanismen des
Photosyntheseapparats konnten so von den Autoren analysiert werden. Vor allem je-

doch die Ubertragbarkeit vieler Erkenntnisse auf andere photosynthetisch aktive Mik-
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roorganismen und sogar hohere Pflanzen als auch die hohe (morphologische und me-
tabolische) Variabilitdt dieser Spezies unter verschiedenen (Umwelt-) Bedingungen
machen sie als Versuchsobjekt so weitverbreitet.

So ist beispielsweise die Zusammensetzung der Primarcarotinoide in Chlorella relativ
stabil und vergleichbar mit jener von héheren Pflanzen, wahrend Umwelteinfliisse und
Zellstatus die differentielle Produktion von Sekundarcarotinoiden (gezielt) beeinflussen
kénnen (Gouveia et al., 1996). Auch Vermehrungsraten und die Anzahl entstehender
Tochterzellen bei der mitotischen Zellteilung sind in hohem Male variabel und durch
die Anzuchtbedingungen beeinflussbar (Mandalam & Palsson, 1997). Dadurch, dass
diese Veranderungen innerhalb kurzer Zeitspannen beobachtbar sind, Chlorella (wie
bereits erwahnt) den Status eines Modellorganismus besitzt und auch 6konomisch
interessant ist, wurde es als Basisorganismus fiir Wachstumsversuche in dieser Arbeit
verwendet. Fiir weitergehende Informationen zu diesem Organismus sei an dieser Stel-

le auf den sehr umfangreichen Ubersichtsartikel von Safi et al. (2014) verwiesen.

2.1.2.3 Nostoc muscorum

Nostoc muscorum ist ein photoautotrophes Cyanobakterium, welches vor allem in B6-
den und Frischwasserhabitaten angesiedelt ist (Allison et al., 1937). Da Nostoc zudem
eine (je nach Stamm unterschiedlich stark ausgepradgte) Salztoleranz aufweist
(Blumwald & Tel-Or, 1982b), sowie auch langere Trockenperioden lberdauern kann
(Wang et al., 2010), kann es allerdings auch saline Medien und Wistenregionen besie-
deln. Die zusatzliche Fahigkeit, in spezialisierten Zellen, den Heterozysten, atmosphari-
schen Stickstoff zu fixieren, (Clyde, 1958) macht aus Nostoc eines der weitverbreitets-
ten Cyanobakterien (berhaupt.? Hierbei ist die Eigenschaft verschiedener Nostoc-
Spezies zu nennen, symbiotische Beziehungen mit héheren Pflanzen einzugehen, wo-
bei Nostoc hierbei zumeist extrazellular mit den Pflanzen assoziiert bleibt (Meeks,
1998). Als prokaryotischer Organismus besitzt Nostoc weder intrazelluldre Chloroplas-
ten, noch einen Zellkern, Stattdessen findet die Photosynthese an freien Thylakoid-
membranen statt, welche sich vor allem in der Nahe der Zellwand organisieren
(Blumwald & Tel-Or, 1982a). Die Zellwand besteht aus mehreren Schichten einschliel3-

lich der fir Cyanobakterien typischen Peptidoglykanschicht und Nostoc besitzt die (je

2 Nicht umsonst wurde Nostoc muscorum von der Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte Mikro-
biologie zur Mikrobe des Jahres 2014 gekdirt!
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nach Kulturbedingungen verschieden stark ausgepragte) Fahigkeit, Exopolysaccharide
zu bilden und abzugeben (Shah et al., 2003), wodurch es zu starken Verklumpungen
innerhalb der Kulturen kommen kann. Diese Schleimschichten sind unter anderem an
den unterschiedlichen morphologischen Varianten beteiligt, in denen Nostoc auftreten
kann. Wenngleich zumeist fadiges Wachstum in Form sogenannter Trichome vor-
herrscht, kann N. muscorum unter bestimmten Bedingungen in Form einzelner, agglo-
merierter Zellen vorliegen (Allison et al., 1937).

Fir detailliertere Beschreibungen der Struktur und Morphologie von Cyanobakterien
im Allgemeinen und Nostoc muscorum im Speziellen sei an dieser Stelle auf Jiirgens &
Weckesser (1985) und Rippka et al. (1979) sowie Allison et al. (1937) und Shah et al.
(2003) verwiesen.

Wahrend die Vermehrung normalerweise durch eine Teilung der Trichome vonstatten-
geht, aus jener freibewegliche, gleitende Fragmente (die Hormogonien) resultieren,
kann auch eine Vermehrung Uber Einzelzellen (durch wiederholte Zellteilung) sowie
Uber Sporen erfolgen (Allison et al., 1937). Dies fiihrt dazu, dass sich Vermehrungsra-
ten und vorherrschende Zellmorphologien innerhalb einzelner Kulturen stark vonei-
nander unterscheiden kénnen und vor allem gestresste Kulturen stark vom klassischen
Trichom differierende optische Eigenschaften aufweisen. Dieser Effekt wird durch die
variierende Pigmentierung unter verschiedenen Umweltbedingungen zusatzlich ver-
starkt, wobei vor allem Carotinoid- und Phycobillingehalte stark variabel sind (Canto de
Loura et al., 1987; Srivastava, 2010).

Nostoc muscorum bildet zudem intrazelluldre Speichergranula aus dem Biopolymer
Polyhydroxybuttersaure (PHB), welche vor allem als Kohlenstoffspeicher dienen und
deren Produktion durch gezielten Nahrstoffmangel (beispielsweise Phosphat- oder
Stickstoffmangel) gesteigert werden kann (Sharma & Mallick, 2005a). Somit kann die
intrazelluldare PHB-Anreicherung gezielt beeinflusst werden und ein breites Spektrum
an metabolischen Stadien erzeugt werden.

Gerade die letztgenannten Eigenschaften sorgen fiir eine hohe erreichbare Heteroge-
nitat in Bezug auf Zellmorphologie, -komposition und -metabolismus, weshalb dieser
Organismus einen geeigneten Kandidaten zur Implementierung und Validierung opti-
scher Analysemethoden unter verschiedensten Bedingungen darstellt und somit in

dieser Arbeit Verwendung findet.
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Um jedoch die potenzielle wirtschaftliche und gesellschaftliche Relevanz einer photo-
autotrophen Biopolymerproduktion zu verdeutlichen, sollen im Folgenden einige
Grundbegriffe und Grundlagen der Biopolymerproduktion detaillierter betrachtet wer-

den.

2.1.3 Biopolymere

Konventionelle Polymermaterialien werden meist auf der Basis fossiler Rohstoffe (allen
voran Erdol) produziert. Durch die groRen Mengen bendtigter Plastikmaterialien in den
verschiedensten Anwendungsbereichen entstehen Probleme im Hinblick auf den
nachhaltigen Einsatz dieser Produkte. Alternativen bieten sich in der Nutzung von Po-
lymeren, welche auf der Basis nachwachsender Rohstoffe hergestellt werden. Neben
der bestenfalls resultierenden Unabhangigkeit von fossilen Rohstoffen ergeben sich
vor allem im Zuge ihrer Entsorgung gravierende Vorteile gegeniber konventionellen
Produkten, da das hierbei freigesetzte CO, bestenfalls im vorherigen Produktionspro-
zess aus der Atmosphare gebunden wurde. Je nachdem aus welchem Blickwinkel man
Biopolymere betrachtet, gibt es verschiedene Definitionen des Begriffs, so dass im Fol-
genden zunachst geklart werden soll, was in dieser Arbeit als ,,Biopolymer” bezeichnet

wird.

2.1.3.1 Definition & Marktdaten

Der Terminus ,Biopolymer” wird in der Literatur nicht immer eindeutig verwendet,
was durch die Tatsache bedingt ist, dass man sich auf verschiedenem Wege einer Ein-
teilung von Polymeren ndahern kann. Zu differenzieren sind vor allem zwei Aspekte:

- eine Klassifizierung aufgrund der Herkunft von Polymer-Rohmaterialien

- eine Klassifizierung aufgrund der Abbaubarkeit von Polymeren

Folgt man dem Kriterium der Abbaubarkeit, so kdnnen auch petrochemisch hergestell-
te Polymere wie beispielsweise Polybutylensuccinat als Biopolymer eingestuft werden,
sofern sie durch enzymatische Aktivitdat von Mikroorganismen in die Endprodukte
Wasser, CO; und anorganische Komponenten zerlegt werden kénnen (Niaounakis,
2013, S. 77 ff.). Schaut man hingegen auf die Herkunft der Rohmaterialien, so sind sol-
che Stoffe als Biopolymere klassifiziert, welche aus nachwachsenden Rohstoffen be-
stehen und zwar in einer Nachwuchsrate, welche vergleichbar oder schneller als ihr

Verbrauch ist (Niaounakis, 2013, S. 78). Beispielhaft fiir diese Definition als Biopolymer



Stand des Wissens -17 -

sei pflanzliche Starke genannt. Neben den bisher genannten Stoffen gibt es weitere
Biopolymere, welche sich hinsichtlich ihrer Herkunft und Abbaubarkeit unterscheiden.
Eine grobe Ubersicht verschiedener Materialien ist in Abbildung 2.2 gegeben, wobei

folgende Biopolymergruppen unterschieden werden kénnen:

Nachwachsende
Rohmaterialien

Biobasiertes
Polyethylen,

Polymilchsaure,
Starke, Cellulose,

Biobasiertes Polyhydroxy-

Polypropylen, ... alkanoate, ...

_ Nicht Bioabbaubar
Bioabbaubar

Polyethylen, Polybutylen-
Polypropylen, succinat,
Polyethylen- Ethylenvinyl-

terephthalat, ... alkohol, ...

Petrochemische
Rohmaterialien

Abbildung 2.2: Einteilung von (Bio-) Polymeren anhand ihrer Ausgangsstoffe sowie im Hinblick auf ihre
Bioabbaubarkeit. Rot hervorgehoben wurde die in dieser Arbeit untersuchte Stoffklasse der Polyhydro-
xyalkanoate.

Im Optimalfall zeichnet sich ein Biopolymer somit dadurch aus, dass es sowohl aus
nachwachsenden Ressourcen besteht, als auch biologisch abbaubar ist, so wie dies bei
Polyhydroxyalkanoaten (PHA) der Fall ist. Aus diesem Grund wurde mit Poly(3-
Hydroxybutyrat) ein Vertreter dieser Stoffklasse als zu untersuchendes Ziel-Polymer in
dieser Arbeit ausgesucht.

Auch wenn Biopolymere aufgrund ihrer Nachhaltigkeit ein groBes Marktpotenzial ber-
gen, sind sie jedoch momentan eher eine Randerscheinung im weltweiten Kunststoff-
geschaft. Bei einer weltweiten Gesamt-Kunststoffproduktion von fast 300 Millionen
Tonnen pro Jahr betrug der Anteil an Biopolymeren im Jahr 2012 mit ca. 1,5 Millionen
Tonnen weniger als 0,5 % (European Bioplastics, 2014). Ursachlich hierfiir sind ver-
schiedene Einflussfaktoren. So sind konventionelle Polymere auf Erddlbasis konkur-
renzlos glinstig in der Herstellung und Verarbeitung, wahrend die gleichen Mengen an
Biopolymeren wesentlich teurer sind, der Kilopreis fir PHAs kann dabei den von petro-

chemischen Polymeren wie Polyethylen oder Polypropylen bis um ein fiinffaches tber-
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steigen (Turk, 2014, S. 84). Zudem sind die Materialeigenschaften von PHA-Polymeren
und deren Blends zwar bereits in vielen Fallen fiir spezifische Anwendungen optimiert,
trotzdem ist hier weitere Forschung und Entwicklung noétig, gerade im Hinblick auf eine
einfache Einbindung in bestehende Produktions- und Verarbeitungsprozesse.

Die Moglichkeit, PHAs als ,nachwachsenden Rohstoff“ zu gewinnen und die Tatsache,
dass durch stetige Weiterentwicklungen Kostensenkungen bei der Produktion dieser
Biopolymere moglich sind (Chen, 2009), eréffnen insgesamt jedoch Potenzial flir deren

groRtechnische Nutzung.

2.1.3.2 Biopolymere aus Polyhydroxyalkanoaten

Polyhydroxyalkanoate (PHA) sind Carbonsduren, welche vor allem als Speicherstoffe in
Bakterien synthetisiert werden. Ihre potenzielle wirtschaftliche Bedeutung liegt in der
Tatsache, dass sie (bei geeigneter Zusammensetzung) vergleichbare Materialeigen-
schaften zu konventionellen, petrochemisch hergestellten Kunststoffen besitzen. In
der Natur gibt es ein breites Spektrum von tiber 100 verschiedenen Hydroxyalkanoat-
Monomeren (Sudesh et al., 2000), deren molekulare Strukturen zu unterschiedlichen
Eigenschaften der aus lhnen synthetisierten Polymere fiihren. Rein theoretisch ergibt
sich aus den bisher bekannten Monomeren ein breites Spektrum herstellbarer Copo-
lymere, deren Eigenschaften sich gezielt beeinflussen lassen.

In Tabelle 2.2 sind verschiedene PHA-(Co)-Polymere aufgelistet

Tabelle 2.2: Vergleich der Materialeigenschaften verschiedener PHA-(Co)-Polymere mit denen konventi-
oneller Plastikmaterialien. Daten entnommen aus Sudesh et al., 2000.

Schmelztem- Glaslbergangs- Zugfestigkeit Dehnbarkeit
Polymer peratur (°C) temperatur (°C) (MPa) bis Bruch (%)
Popypropylen 176 -10 38 400
Polyethylen 130 -30 10 620
geringer Dichte
Poly-3-Hydroxybutyrat 180 4 40 5
Poly-3-Hydroxybutyrat-co- 145 -1 20 50
20 Mol-% 3-Hydroxyvalerat
Poly-3-Hydroxybutyrat-co- 133 -8 17 680

6 Mol-% 3-Hydroxyalkanoat!

13-Hydroxialkanoat: 3-Hydroxydecanoat (3 mol-%), 3-Hydroxydodecanoat (3 mol-%), 3-Hydroxyoctanoat
(< 1 mol-%), 3-Hydroxy-cis-5-Dodecenoat (< 1 mol-%)
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Wie zu erkennen, zeigen beispielsweise Copolymere aus Polyhydroxybutyrat und Po-
lyhydroxyvalerat dhnliche Eigenschaften wie konventionell hergestelltes Polyethylen.
Copolymere aus PHB und anderen PHAs zeigen gar nahezu identische Eigenschaften
wie Polyethylen geringer Dichte (LDPE).

Die Beeinflussbarkeit der Polymereigenschaften fiihrt dazu, dass maRgeschneiderte
Polymere fiir die verschiedensten Anwendungen hergestellt werden kdnnen, was bei-
spielsweise zum Einsatz von PHAs in der Landwirtschaft zur kontrollierten Freisetzung
von Herbiziden (Singh et al., 2016), in der Verpackungsindustrie (hier vor allem als Fo-
lienblends verwendet) sowie in der Medizintechnik (als abbaubare Implantate oder als
Gerilistmaterialien bei der Gewebekultur) gefiihrt hat (Gumel et al., 2013). Durch die
stetige Entwicklung neuer PHA-basierter Polymere und deren Anpassung durch an-
wendungsspezifische Blendmaterialien ist davon auszugehen, dass sich die Einsatzfel-

der von PHAs in Zukunft weiterhin diversifizieren werden.

2.1.4 Polyhydroxybutyrat (PHB)

Poly(3-Hydroxybutyrat) (PHB) ist ein Biopolymer aus der Klasse der Polyhydroxyalka-
noate, welcher in vielen Organismen als Speicherstoff synthetisiert wird. Es ist ein Po-
lymer der 3-Hydroxybuttersdure, deren auftretende Enantiomere in Abbildung 2.3

dargestellt sind:

HO OH

..u\\I

H
CH3 HsC_§

O HO OH O

Abbildung 2.3: Struktureller Aufbau eines 3-Hydroxybutyrat-Molekiils. Links: (R)-Form des Molekiils.
Rechts: (L)-Form (Quelle: www.wikipedia.de; Zugriff am 14.02.2014)

Chemisch betrachtet handelt es sich um eine Carbonsaure welche im Energiestoff-
wechsel vieler Lebewesen eine bedeutende Rolle spielt. Bei héheren Lebewesen tritt
3-Hydroxybutyrat lediglich als Monomer im Metabolismus auf. Es wird unter Nahr-
stoffmangelbedingungen durch den Abbau von Fettsduren als bedeutendster der drei
Ketonkorper synthetisiert und kann nachfolgend als Energiequelle verwertet werden

(Laffel, 1999). In diversen Mikroorganismen tritt 3-Hydroxybutyrat zudem als Polymer
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auf, wobei es in dieser Form vor allem als Energiespeicher und als Senke fiir Gber-
schissigen Kohlenstoff fungiert.

PHB wurde bereits 1926 von dem franzésichen Mikrobiologen Lemoigne im Bakterium
Bacillus megaterium beschrieben (Steinblichel & Valentin, 1995). Es dauerte jedoch
einige Zeit, bis weitere Informationen Uber die Struktur sowie die Eigenschaften von
PHB publiziert wurden (u.a. Williamson & Wilkinson, 1958, Alper & Lundgren, 1963). In
der folgenden Zeit wurde klar, dass dieses Polymer in Bakterien weit verbreitet ist (ei-
ne Ubersicht tber einige zur PHB-Synthese fihige Bakterien gibt Steinbiichel, 1991)
und sich die intrazellular eingelagerten PHB-Mengen durch die Bereitstellung verschie-
dener Substrate und veranderte Kulturbedingungen (beispielsweise Stickstoffmangel)
beeinflussen und erhdhen lassen (McRae & Wilkinson, 1958). Grundlegende Untersu-
chungen zur Synthese von PHB, beteiligten Enzymen und Genen wurden vor allem in
dem hierfir als Beispielorganismus dienenden Bakterium Alcaligenes eutrophus durch-
geflihrt (Steinblchel & Schlegel, 1991). Dieser Organismus kann unter geeigneten Kul-
turbedingungen iber 90 % seines Trockengewichts in Form von PHB einlagern und
wird deshalb zur fermentativen Produktion von PHB-PHV-Copolymeren genutzt, wel-
che beispielsweise unter dem Namen Biopol kommerziell vertrieben wurden
(Steinblichel & Schlegel, 1991). Um die Herstellungskosten von PHB zu senken wurden
bereits verschiedene Ansatze verfolgt. So wurden teure Substrate durch kostenglinsti-
gere ersetzt (Sudesh et al., 2000) und ganze Biosynthesewege gentechnisch in schnel-
ler wachsende und im Hinblick auf ihre Substrate noch anspruchslosere Bakterien wie
Escherichia coli transferiert (Zhang et al., 1994). Auch transgene Pflanzen, welche bis
zu 40 % (Arabidopsis thaliana; Bohmert et al., 2000) bzw. 18% (Nicotiana tabacum,
Bohmert-Tatarev et al., 2011) ihres Trockengewichts in Form von PHB einlagern, wur-
den bereits erzeugt. Nachteilig hierbei ist jedoch, dass diese Pflanzen oftmals stark
veranderte Phanotypen aufweisen (z.B. Wuchshemmungen und Chlorosen) und wah-
rend eine PHB-Produktion in Tabakpflanzen nicht 6konomisch ist, besitzt Arabidopsis
sogar keinerlei agronomischen Wert (Somleva et al., 2013). Eine Ubertragung solch
hoher Anreicherungsraten auf ertragsstarke Cs-Pflanzen steht noch aus und ist essen-
tiell um eine wirtschaftliche kommerzielle PHB-Produktion in Pflanzen zu ermdoglichen.
Als alternative photoautotrophe PHA-Produzenten bieten sich deshalb aquatische Mik-

roorganismen an, welche ohne Zugabe externer Kohlenstoffquellen PHAs synthetisie-
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ren konnen. Dies kdnnen neben (transgenen) Mikroalgen vor allem Cyanobakterien
sein, welche die natlirliche Fahigkeit besitzen PHB zu produzieren. Normale Akkumula-
tionsraten liegen dabei im unteren Prozentbereich bezogen auf das Gesamt-
Trockengewicht der Zellen, was letztlich nur eine geringe PHB-Ausbeute ermdglicht
(Asada et al.,, 1999). Geeignete Kulturbedingungen kénnen jedoch oftmals zu einer
Vervielfachung der PHB-Produktion fihren (Brandl et al., 1990). So zeigten beispiels-
weise Sharma & Mallick (2005a), dass sich der PHB-Grundgehalt in Nostoc muscorum,
welcher bei ca. 8,5 % des Trockengewichts liegt, unter photoautotrophen Bedingungen
durch induzierten Phosphatmangel auf 23 % steigern lasst. Unter chemoheterotrophen
Stickstoffmangel-Bedingungen (mit Acetat-Zugabe) sind gar Anreicherungsraten von
bis zu 43 % des Trockengewichts moglich (Sharma & Mallick, 2005b).

Im Gegensatz zu Landpflanzen konkurrieren Cyanobakterien nicht mit Anbauflachen,
welche fiur die Nahrungsmittelproduktion genutzt werden kénnen und sie weisen we-
sentlich héhere Vermehrungsraten auf. Wie bereits von Sudesh et al. (2000) angeregt,
konnten sie theoretisch sogar in Prozessen eingesetzt werden (beispielsweise bei der
biologischen Reinigung von Abwassern), in denen PHB schlieflich ,,nur” als Beiprodukt
aus der Biomasse extrahiert wird (denkbarerweise auch nach der vorherigen Extraktion
von Pigmenten oder anderen hochpreisigen Inhaltsstoffen), was zu einer Kostensen-
kung der PHB-Produktion beitragen wiirde.

In Abbildung 2.4 ist ein Auszug des zelluldaren Stoffwechsels von Synechocystis PCC6803
gegeben. Es handelt sich hierbei um ein Cyanobakterium, welches als Modellorganis-
mus fungiert und unter anderem zur PHB-Synthese fahig ist. Auch wenn in dieser Ar-
beit ein anderer Organismus untersucht wurde und die gezeigte Stoffwechselkarte
nicht direkt auf N. muscorum Ubertragbar ist, so ist doch der enzymatische PHB-

Syntheseweg identisch und wird im Folgenden naher erlautert.
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Abbildung 2.4: Schematische Ubersicht des intermedidren Stoffwechsels von Synechocystis PCC8603.
Wirtschaftlich nutzbare (Speicher-) Stoffe wurden farblich hervorgehoben. PHB ist rot markiert. (Quelle:
Wijffels et al., 2013)

Wie zu erkennen, dient Acetyl-Coenzym-A (Acetyl-CoA) als Ausgangsstoff der
cyanobakteriellen PHB-Synthese. Wahrend die obige Darstellung mit phaA lediglich ein
Gen aufflihrt, sorgt tatsachlich jedoch das Zusammenspiel dreier Enzyme fiir die intra-
zelluldare PHB-Synthese aus Acetyl-Co-A. Abbildung 2.5 zeigt die an der Synthese betei-
ligten Gene, bzw. die aus ihnen translatierten Enzyme sowie die von ihnen katalysier-

ten Reaktionswege.
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Abbildung 2.5: An der Biosynthese von PHB beteiligte Gene und Enzyme. In einem dreistufigen Prozess
wird zundchst Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA umgewandelt, woraus nachfolgend Poly-3-
Hydroxybutyryl-CoA gebildet wird. Die Polymerisation der Monomere zu PHB wird durch eine PHB-
Polymerase katalysiert. Alle Gene befinden sich auf einem Operon, welches durch einen gemeinsamen
Promotor gesteuert wird. (Quelle: Nach Madison & Huisman, 1999)

Bei der mehrstufigen PHB-Synthese werden zunachst Acetyl-CoA-Molekiile durch das
von phbA codierte Enzym R-Ketothiolase im Cytoplasma zu Acetoacetyl-CoA konden-
siert. In einem nachfolgenden Schritt wird durch eine Acetoacetyl-CoA-Reduktase,
welche durch das Gen phbB codiert wird, das Acetoacetyl-CoA in 3-Hydroxybutyryl-
CoA umgewandelt. Fir die abschlieBende Polymerbildung ist eine PHB-Polymerase
zustandig, welche vom Gen phbC codiert wird (Madison & Huisman, 1999).

Das entstandene Polymer lagert sich nachfolgend zu amorphen Einschliissen zusam-
men, welche von einer diinnen Lipidmembran umgeben sind (Jensen & Sicko, 1971).

In dieser Membran sind neben der PHB-Polymerase (welche nach Erkenntnissen von
Haywood et al., (1989) sowohl frei im Cytoplasma als auch Granula-assoziiert vorliegt),
u.a. weitere Proteine verankert, welche die PHB-Synthese kontrollieren (Kadowaki et
al., 2011). Somit wirkt diese Membran zum einen regulierend auf die PHB-Synthese,
zum anderen stabilisieren weitere Proteine wie beispielsweise Phasine die Struktur der
PHB-Granula (Potter & Steinbiichel, 2005).

Bemerkenswert bei der PHB-Synthese ist unter anderem die Konformationsspezifitat
einiger der beteiligten Enzyme. So ist die Reduktion von Acetoacetyl-CoA zu
R-Hydroxybutyryl-CoA, welche den zweiten Syntheseschritt bildet, ein enantioselekti-
ver Prozess, an dessen Ende stets die R-Form der Hydroxybutyryl-CoA-Monomere ent-

steht (Steinblichel & Schlegel, 1991; Reddy et al., 2003). Diese Monomere werden
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wiederum in einem stereoselektiven Prozess zu PHB polymerisiert, wobei die fir die-
sen Prozess verantwortliche PHB-Synthase lediglich R-Hydroxybutyryl-CoA als Edukt
nutzt (Steinblchel & Schlegel, 1991). Als Konsequenz liegt biosynthetisches PHB stets
in seiner R-Form vor (Steinblichel & Valentin, 1995) und ist somit ein optisch aktives
Molekil, welches die Fahigkeit besitzt, die Polarisationsrichtung von linear polarisier-
tem Licht zu drehen (Alper et al., 1963) bzw. links- und rechtsdrehend zirkular polari-
siertes Licht unterschiedlich stark zu absorbieren.

Unter anderem die Enantiomerreinheit von biogenem PHB in Kombination mit den
(auch photoautotroph) erzielbaren beachtlichen Anreicherungsraten machen diesen
Stoff zu einem interessanten Kandidaten fiir eine industrielle Produktion in geschlos-
senen Anzuchtsystemen wie Photobioreaktoren.

Aufgrund der beschriebenen (optischen) Eigenschaften wurde PHB als Demonstrati-
onsmetabolit flir die Evaluierung der im Folgenden aufgeflihrten optischen Analysever-

fahren ausgewahlt.
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2.2 Optische In-situ-Analysen

Anmerkung: Zur Klarung in welchem Wortsinn diverse Termini der optischen Mess-
technik in dieser Arbeit verwendet werden sei an dieser Stelle auf die im Anhang die-
ser Arbeit (Abschnitt 10.1) gegebenen Kurzdefinitionen verwiesen.

Im Bereich der optischen Analyseverfahren gibt es eine groRe Spannbreite von Metho-
den, welche fiir einen In-situ-Einsatz3 zur Untersuchung von Kultursuspensionen pho-
totropher Organismen geeignet sind. Das Hauptaugenmerk bei der Auswahl der in die-
ser Arbeit evaluierten Methoden liegt hauptsachlich in ihrer Anwendbarkeit in wassri-
gen Kulturmedien. Da alle im Folgenden detaillierter aufgefiihrten Verfahren prinzipiell
fiir diese Anwendung geeignet sind, soll zudem ein Einblick in bisherige Arbeiten ande-
rer Autorlnnen gegeben werden, wobei jeder Technik ein eigener Abschnitt gewidmet
ist und explizit der Fokus auf Einsdtze zur Analyse von Mikroalgen bzw. Cyanobakterien
gelegt wird.

Als einschrankend fir die in Betracht zu ziehenden Messmethoden und Wellenlangen-
bereiche sind gewisse physikalische Zusammenhange ausschlaggebend. So wirkt der
hohe Energieeintrag in die zu untersuchenden Proben bei Wellenlangen unter 400 nm
potenziell zellschadigend und mutagen (Jenkins, 2009; Pessoa, 2012). Analysen mittels
Rontgen- oder tiefer UV-Strahlung scheiden deshalb fir Anwendungen im In-vivo-
Bereich aus, da beispielsweise UV-C-Applikationen bereits innerhalb kurzer Zeit (t = 15
Minuten) physiologische Reaktionen hervorrufen konnen (Sharma et al., 2014). Einzig
die relativ gesehen energiearmere UV-A-Strahlung kann in begrenztem Mal3e flr Ana-
lysen lebender Organismen verwendet werden. Auch hohe Absorptionen durch wass-
rige Kulturmedien (wie beispielsweise im NIR-Bereich beobachtbar) fiihren zu einer

starken Einschrankung des nutzbaren Wellenlangenbereiches fiir In-situ-Messungen.

Tabelle 2.3 gibt eine Ubersicht jener Verfahren, welche an lebenden Organismen ein-
gesetzt werden kdnnen sowie ihrer grundlegenden Starken und Schwachen, wobei

explizit darauf hingewiesen sei, dass diese Auflistung gewisse Verallgemeinerungen

3 Es sei an dieser Stelle explizit darauf hingewiesen, dass in dieser Arbeit auch der Begriff ,nicht invasiv”
verwendet wird. Beides bezieht sich auf eine Vermessung von Kultursuspensionen direkt im Reaktorge-
fak, ohne dass aus diesen vor der Messung eine separate Probe entnommen werden muss und ist prak-
tisch dquivalent zum Term ,,in situ” zu betrachten. Wo der Begriff anders zu interpretieren ist, ist dies
explizit vermerkt.
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aufweist und Einzelfalle (beispielsweise durch unterschiedliche Versuchssetups, Gera-

te, Zielmetabolite etc.) von dieser Bewertung abweichen kénnen.

Tabelle 2.3: Verallgemeinerte Ubersicht der Funktionalititen verschiedener Verfahren der optisch-
spektroskopischen Prozessanalytik. Aus: Kessler (2006), verandert nach Penner (2010)

Messmethode uv / VIS NIR MIR Fluoreszenz Raman

Wellenlangen- 10-380/ 780 - 2500 2500 - 25000 10 - 1000* 100 - 10642

bereich (nm) 380 -780

Physikalische Anregungvon Anregungvon Anregungvon Anregungvon Monochro-

Grundlage Elektronen Schwingungs-  Schwingungs- Elektronen matische
auf hohere zustanden zustanden und Stokes-  Anregung von
Energieni- (Oberton- (Grund- verschobene  Schwingungs-

veaus schwingun- schwingun- Strahlungs- zustanden
gen) gen) emission

Empfindlichkeit +++ +(+) +++ +++(4) (+)

Sampling +++ +++ + ++ +++

Arbeiten in wassri- +++ - - ++ +++

gem Medium

Universelle Anwend- +++ ++ + + +

barkeit fur diverse

Zielanalyte

Anwendbarkeit fir +++ +++ + + +++

die Prozessanalyse

Gemessenes Signal Absorption Absorption Absorption Emission Absorption

Vermessbare Pro- fest, flussig fest, flussig fest, (fllssig) fest, flussig fest, flussig

bentypen gasformig gasformig (gasférmig) (gasférmig)
Techniken Transmission, Transmission,  ATR, (Trans- Reflexion, Reflexion
Reflexion, Reflexion, mission) Transmission
ATR? ATR
Relative Kosten 1 3-5 6-10 4-6 8-12

! Der tatsichlich nutzbare Wellenldngenbereich hdngt hierbei (unter anderem) stark von der zu unter-
suchten Probe ab. So muss die Anregungswellenldnge lediglich energiereich genug sein, um das Zielmo-
lekiil auf einen angeregten Zustand zu heben (auf Spezialfélle wie Zwei- oder Mehrphotonenanregungen
durch langwelligere Energiequellen sei hierbei nicht ndher eingegangen).

2 Der nutzbare Anregungsbereich hdngt auch hier (unter anderem) von der Probe ab, wobei deren
thermische Stabilitat meist die minimale Wellenldnge bedingt. Im langwelligen Bereich ist das Verfahren
vor allem durch technische Faktoren wie Sensorsensitivitat und ein begrenztes Repertoire an Anre-
gungslasern, sowie die geringe Signalintensitdt der Raman-Banden limitiert.

3 Emission von Fluoreszenzsighalen nach vorheriger Strahlungsabsorption durch die Probe.

4 Abgeschwichte Totalreflexion (attenuated total reflection, ATR) bedient sich der Tatsache, dass bei
vorhandener Totalreflexion von Strahlung (beispielsweise in einem Lichtleiter) stets evaneszente Wellen
entstehen, welche mit einer Probe, die an der reflektierenden Flache aufgebracht ist, wechselwirken
kénnen.
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Weitere laserbasierte Analysetechniken wie beispielsweise die laserinduzierte Plasma-
spektroskopie, welche durch die Produktion eines Plasmas aus dem Zielanalyt obligat
destruktiv ist, wurden zwar bereits fir die Anwendung zur Untersuchung von Algen-
suspensionen beschrieben (Pofizka et al., 2012), werden aber aufgrund der Tatsache,
dass sie (meist) destruktive Verfahren sind, in dieser Arbeit nicht ausgefiihrt und an-
gewendet. Fiir eine Ubersicht zu weitergehenden laserbasierten Verfahren wie dem

oben genannten sowie deren Anwendungen sei auf Pofizka et al. (2014) verwiesen.

2.2.1 Zelldichten-Bestimmung

Fir viele Fragestellungen, ist es unabdingbar, die aktuell in einer Algenkultur vorherr-
schende Zellzahl zu kennen. Dies ist neben der Bestimmung von Wachstumsraten vor
allem dann der Fall, wenn weitere Messergebnisse (z.B. ein quantitativ bestimmter
Inhaltsstoffe) in Relation zur einzelnen Zelle gesetzt werden sollen. Da die Messung der
Biomassekonzentration solch fundamentale Bedeutung hat, gibt es eine entsprechend
groRe Bandbreite an verfligbaren Methoden.

Gravimetrische Bestimmungen durch wiegen von Zell-Frisch- oder -trockenmasse sind
einfach durchzufiihren, jedoch fiir geringe Zelldichten schlecht geeignet, da hohe
Messfehler auftreten kénnen. Gleiches gilt fiir volumetrische Bestimmungen, bei-
spielsweise durch Zentrifugation in speziell skalierten Probengefidllen. Die Auszahlung
mittels Zahlkammer, wobei ein definiertes Volumen visuell ausgewertet wird, ist eine
der genauesten Methoden, jedoch ist sie sehr zeitintensiv und erfordert, genau wie
gravimetrische und volumetrische Methoden, stets eine Entnahme von Probenmateri-
al aus dem laufenden System. Der grofRe Vorteil in der Kulturdichtebestimmung mittels
optischer Methoden liegt darin begriindet, dass diese bestenfalls direkt im Reaktor
durchgefihrt werden kénnen und aufgrund kurzer Messdauern Daten nahezu in Echt-
zeit erfasst werden kdnnen. Tabelle 2.4 gibt eine Ubersicht {iber optische Messmetho-
den zur Kulturdichtebestimmung, wobei im Hinblick auf einen Einsatz in geschlossenen
Reaktorsystemen vor allem die Mdglichkeit zur Implementierbarkeit in ein online-

Messsystem hervorgehoben werden soll.



-28 -

Stand des Wissens

Tabelle 2.4: Optische Methoden zur Messung von Kulturdichten in Suspensionen von phototrophen

Mikroorganismen

Nicht-
Methode Vorteile Nachteile Invasivitat Quelle
Auszahlen per sehr genau, Zell- extrem zeitaufwandig nicht mog- Guillard & Siera-
Mikroskopie morphologie er- lich cki, 2005
fassbar
Extinktions- einfaches Verfah- Bei Messungen im VIS- moglich Havlik et al.,
messungen ren, geringer Gera-  Bereich sind Messfehler 2013b; Sandnes
teaufwand durch variierende Pig- etal., 2006; Be-
mentierung moglich, navides et al.,
u.U. sind Verdiinnungs- 2015; Jiaetal.,
schritte bei hohen Kul- 2015
turdichten notig
Reflexions- einfaches Verfah- Bei Messungen im VIS- moglich Gitelson et al.,
messungen ren, geringer Gera-  Bereich sind Messfehler 1999
teaufwand durch variierende Pig-
mentierung moglich
Farbanalysen einfaches Verfah- Fehleranfalligkeit von moglich Jung & Lee, 2006;
von Kulturbil- ren, geringer Gera-  Algorithmen zur Farba- Sarrafzadeh et al.,
dern teaufwand nalyse 2015
Fluoreszenz- sehr genau Stérungen durch variie- moglich Guillard & Siera-
messungen rende Pigmentierungen cki, 2005
moglich
Bildanalytische  Zellmorphologie Fehleranfalligkeit von nicht Coltelli et al.,
Techniken erfassbar Algorithmen zur Zelli- moglich 20134
dentifikation/-zdhlung
In-situ- In-situ-Messungen Kontakt mit Kultursus- moglich Havlik et al.,
Mikroskopie moglich, Zellmor- pension notwendig 2013a
phologie erfassbar
Durchflusszy- sehr genau, Zell- relativ langsam, bei Mes- moglich Hyka et al., 2013
tometrie morphologie er- sungen ohne Durchfluss-
fassbar system Probennahme
notig
Holografie extrem schnell, nur bei geringen Kultur- moglich Garcia-Sucerquia

Zellmorphologie
erfassbar

dichten anwendbar

etal., 2006

Wie ersichtlich, gibt es vielfdltige Verfahren, um Kulturdichten von Mikroorganismen

zu bestimmen. Die meisten der in Tabelle 2.4 aufgefiihrten Verfahren besitzen jedoch

den erheblichen Nachteil, dass eine Probenentnahme aus dem laufenden Kulturpro-

4 Zwar ist das Ziel dieser Arbeit vor allem die Identifizierung von Algenarten anhand ihrer Morphologie,
eine Anwendung zur Quantifizierung erscheint jedoch moglich.
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zess notig ist, bevor sie angewendet werden kdnnen. Extinktionsmessungen in Kiivet-
ten sind vor diesem Hintergrund fiir online-Messungen nicht anwendbar. Nichtsdestot-
rotz gibt es einige Umsetzungen dieses Messprinzips, welche Dichtemessungen ohne
Probenentnahme ermdéglichen. So funktioniert beispielsweise der von der Firma End-
ress+Hauser Messtechnik GmbH & Co. KG (Weil am Rhein) vertriebene Sensor
OUSBT66, indem die von einer Infrarot-Leuchtdiode (IR-LED) emittierte Strahlung, bzw.
deren Abschwachung durch Partikel, detektiert wird. Zwar operiert dieses System im
NIR-Bereich, so dass Fehlbestimmungen der Biomasse durch variable Pigmentabsorp-
tionen minimiert werden konnen, allerdings arbeitet der Sensor nicht beriihrungslos
und muss im Messbetrieb stets in Kontakt mit der Kultursuspension stehen. Ein berih-
rungslos messendes Konzept wurde von Sandnes et al. (2006) vorgestellt. Das System
arbeitet mit NIR-LEDs, welche eine Peak-Emissionswellenlange von 880 nm besitzen.
Als Detektor fungieren Fotodioden und die Messungen werden direkt in einem Roh-
renphotobioreaktor durchgefiihrt. Hierfiir wurde der Reaktor-Réhrendurchmesser von
den Autoren an einer Messstelle auf eine Schichtdicke von einem Zentimeter verrin-
gert, an welcher die Kulturdichten in situ und im laufenden Betrieb aufgenommen
werden konnen. Das gleiche Prinzip wurde von Jia et al. (2015) verwendet, wobei diese
Autoren bei drei verschiedenen Wellenldangen messen. Bei einmalig durchgefiihrter
Sensorkalibrierung ist somit ist eine schnelle und automatisierte Messung von Zelldich-
ten moglich, jedoch handelt es sich bei dem beschriebenen System um eine stationare
Messung an einem grofRvolumigen Photobioreaktor, wodurch es nicht moglich ist, viele
Einzelproben separat zu vermessen.

Weitere der oben genannten Verfahren wie bildanalytische Techniken o0.3. seien an
dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt, da diese stets eine Probenentnahme vorausset-

zen.

2.2.2 Chlorophylifluoreszenzmessungen

Grundlegend fir diese Art von Messungen ist die Tatsache, dass Pigmente, welche sich
nach der Absorption von Photonen auf erhdhten Energieniveaus befinden, mehrere
konkurrierende Moglichkeiten haben, in ihren energetischen Grundzustand zurilickzu-

kehren. Wie u.a. von Campbell (1998) beschrieben, gibt es folgende Mechanismen:
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1. Ubertragung der Anregungsenergie auf ein benachbartes Pigment, so wie es
beispielsweise in Antennenkomplexen geschieht
2. Photochemische Reaktionen, wobei in den photosynthetischen Reaktionszen-
tren angeregte Elektronen vom Pigmentmolekiil in die Elektronentransportket-
te Gbertragen werden
3. Riickkehr in den Grundzustand durch Warmeabgabe
4. Energieabgabe in Form von Fluoreszenz-Photonen mit gréRerer Wellenlange
5. Energieabgabe Uber langere Zeitraume in Form von Phosphoreszenz-Photonen
Diese Prozesse laufen parallel mit verschiedenen Wahrscheinlichkeiten ab, wobei ihre
relativen Verhaltnisse zueinander unter ,normalen” Umweltbedingungen oft recht
konstant sind. Umgekehrt kdnnen Abweichungen in den relativen Haufigkeiten Riick-
schlisse auf veranderte physiologische Zustande eines Versuchsorganismus erlauben.
Als ein Faktor kann deshalb die Fluoreszenz betrachtet werden und anhand dieses Sig-
nals nachfolgend Riickschlisse auf andere metabolische Faktoren gezogen werden.
Als grundlegend fiir die beobachtbaren Fluoreszenzsignale sind direkt aufeinanderfol-
gende Absorptions- und Emissionsvorkommnisse von Photonen an einem Molekiil,
welche aufgrund der Spinbeibehaltung im Nanosekundenbereich ablaufen. In biologi-
schen Systemen ist vor allem das Photosystem Il an einer beobachtbaren (variablen)
Fluoreszenzemission beteiligt. Flir Chlorophyll innerhalb von Algenzellen liegt die
Quanteneffizienz der Fluoreszenz unter ungestressten Bedingungen bei ca. 33 % der
eingestrahlten Photonen, wahrend andere Pigmente wie z.B. Carotinoide teilweise nur
ein Zweitausendstel dieses Wertes erreichen (Kleinegris et al., 2010). In Cyanobakte-
rien tragen zudem Phycobilliproteine zum Fluoreszenzsignal bei, welches sich somit
qualitativ anders verhilt als jenes von Grinalgen und héheren Pflanzen (Schubert et
al., 1989; Campbell, 1998).
Viele bisherige Arbeiten nutzten Fluoreszenzsignale um zelluldre Reaktionen von
Grinalgen beispielsweise auf Herbizide und Schadstoffe (Juneau et al., 2001) oder an-
dere Umwelteinflisse zu detektieren und waren weniger darauf ausgerichtet, quanti-
tative Aussagen im Hinblick auf einen bestimmten Metabolit innerhalb der Zellen zu
treffen. Auch fiir Nostoc und andere Cyanobakterien gibt es solche qualitativen Unter-
suchungen zum Einfluss von Umweltfaktoren (beispielsweise Rahman et al., 2011).

Auch gibt es Untersuchungen, in denen Fluoreszenzsignale direkt mit Konzentrationen
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verschiedener Inhaltsstoffe wie beispielsweise Phycocyaningehalten oder Vorgdangen
wie der Sauerstoffproduktion quantitativ korreliert werden konnten (z.B. Campbell et
al., 1998). Eine Nutzung von Chlorophyllfluoreszenzsignalen zur indirekten Quantifizie-

rung eines einzelnen Zielmetabolites direkt in Bioreaktoren ist jedoch nicht gegeben.
2.2.3 VIS-Spektroskopie

2.2.3.1 Theoretische Grundlagen der VIS-Spektroskopie

Da es sich bei der VIS-(Extinktions)-Spektroskopie um ein relativ einfaches Verfahren
handelt, welches bereits routinemaRig im Labor, im Feld und in industriellen Anwen-
dungen zum Einsatz kommt, sei an dieser Stelle auf eine dezidierte theoretische
Grundlagenausfiihrung verzichtet. Vielmehr sei beispielhaft auf Penner (2010) und auf
Standardwerke der Spektroskopie wie jenes von Skrabal (2008) verwiesen, in denen

diese Messtechnik ausfihrlich erldutert wird.

2.2.3.2 Praktische Arbeiten zur VIS-Spektroskopie an phototrophen Mikroorganis-
men

Viele der publizierten Arbeiten zur Anwendung VIS-spektrometrischer Techniken in der
Analyse von Mikroalgen und anderen marinen photoautotrophen Organismen behan-
deln vor allem in der Hinsicht quantitative Fragestellungen, als sie das Ziel haben, ein-
zelne Algenarten oder Mischkulturen quantitativ in der Umwelt zu erfassen (beispiels-
weise im Hinblick auf potenziell giftige Algenbliiten). So fokussiert sich ein grofRer Teil
dieser Veroffentlichungen denn auch auf Pigmentanalysen, anhand derer sich Riick-
schlisse Uber die Zusammensetzung von Algenpopulationen oder die taxonomische
Einordnung einzelner Arten ziehen lassen (z.B. bei Millie et al., 2002), wahrend die In-
situ-Detektion von anderen Metaboliten nicht Teil dieser Arbeiten ist.

Aus diesem Grund sind in der folgenden Tabelle 2.5 vor allem jene bisher publizierten
Arbeiten aufgefiihrt, in denen VIS-spektroskopische Methoden zur Quantifizierung von
intrazellularen Metaboliten in photoautotrophen Mikroorganismen zur Anwendung

kommen.
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Wie in der obigen Tabelle erkennbar, werden bereits seit einigen Jahrzehnten VIS-
spektroskopische Untersuchungen an Mikroalgen und Cyanobakterien durchgefiihrt.
Viele dieser Arbeiten beschaftigten sich mit der Identifikation von Algenarten und Kul-
turzustanden anhand von Extinktionsspektren, wobei zumeist Messungen an abfiltrier-
ten oder anders entnommenen und teilweise getrockneten Proben stattfanden. Auch
wurden viele Messungen an einzelnen Zellen mittels mikroskopischer Spektroskopie-
techniken durchgefiihrt. Nicht-invasive In-situ-Messungen sind generell nicht vorhan-
den. Es wurden verschiedene Regressionsverfahren eingesetzt und teilweise nur ein-
zelne Wellenlangen als vereinfachte Regressionsgrundlage genutzt, wobei teilweise
vorhandene Verbesserungen der Vorhersageglten jedoch nicht konsistent beobachtet
wurden. Hervorzuheben ist, dass viele Autoren mit Ableitungsspektren vierter Ord-
nung arbeiten, in welchen Extinktionsmaxima engbandiger sind und Uberlappende
Absorptionen verschiedener Pigmente teilweise klarer voneinander separiert werden
kénnen. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass sich die meisten dieser Arbeiten eher mit
der Identifizierung einzelner Proben anhand von Pigmentmustern beschaftigten als
damit, einen konkreten Zielanalyt quantitativ zu bestimmen.

Dies geschah in den Arbeiten von Wei et al. (2016), in welcher Lipidkonzentrationen
mit extremst geringen Vorhersagefehlern bestimmt wurden®, und von Shao et al.
(2015a), in welcher Carotinoide mit einem Fehlerwert von 0,23 mgI! (R? = 0,96) an-
hand von Transmissionsspektren quantifiziert wurden.

Insgesamt wurden somit zumeist Messungen an Proben durchgefihrt, welche vorher
aus laufenden Kulturen separiert wurden, In-situ-Messungen direkt in Anzuchtsyste-

men sind nicht gegeben.

2.2.4 NIR-Spektroskopie

Im Folgenden wird neben einer kurzen Einfiihrung in die Schwingungsspektroskopie
vor allem bisherigen Arbeiten zur Nah Infrarot-Spektroskopie (im Folgenden auch NIR-
Spektroskopie bzw. NIRS genannt) Raum gegeben, in denen Untersuchungen an

Mikroalgen bzw. Cyanobakterien durchgefiihrt wurden.

> Die der Publikation entnommenen Vorhersagefehlerwerte scheinen etwas unrealistisch, da sie ext-
remst gering waren und bei nur 0,015 % des vermessenen Wertebereiches (ALipidkonz. = 16,3 %) lagen.
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2.2.4.1 Theoretische Grundlagen der NIR-Spektroskopie

Im Gegensatz zur Anregung von Elektronen auf héhere Energieniveaus, welche bei
Absorption von elektromagnetischer Strahlung im sichtbaren Spektralbereich zu be-
obachten ist, werden bei der Absorption von Photonen im NIR-Bereich Elektronen in
hohere Schwingungsniveaus versetzt. Dies geschieht, wenn die Frequenzen von einzel-
nen (oder kombinierten) Molekilbindungen und Photon koinzidieren, so dass eine
Energielibertragung vom Photon auf ein Molekil moglich ist. Durch diese Interaktion
kénnen je nach Anregungswellenlange verschiedene Bindungsarten in Schwingung
versetzt werden, wodurch sich molekiilspezifische Absorptionsmuster ergeben. Da die
Energiedifferenzen zwischen verschiedenen Schwingungsniveaus einzelner Mole-
kilbindungen sehr gering sind, ergeben sich viele mogliche Anregungszustinde bei
Anregung mit nicht streng monochromatischer Strahlung. Dies fiihrt zu breitbandigen
Absorptionsbanden in gemessenen Spektren, welche sich zusatzlich mit Banden ande-
rer Bindungen Uberlagern kénnen. Auch Effekte wie Streuung treten im NIR-Bereich
auf und addieren sich zur Absorption, was gerade bei der Vermessung wassriger Sus-
pensionen zu breitbandigen Extinktionsspektren fiihrt.

Fiir eine detaillierte Betrachtung der zugrunde liegenden Mechanismen von Strah-
lungsabsorption im NIR-Bereich sowie von Bandenzuordnungen sei auf entsprechende
Grundlagenwerke verwiesen, so wie auf vertiefende Arbeiten wie z.B. von Workman &

Weyer (2008).

2.2.4.2 Praktische Arbeiten zur NIR-Spektroskopie an phototrophen Mikroorganis-
men

In der folgenden Tabelle 2.6 sind Arbeiten zu quantitativen Analysen von Mikroalgen

und Cyanobakterien mittels NIR-spektroskopischer Methoden aufgefiihrt. Im Fokus der

Zusammenfassung stehen Arbeiten, die sich mit Inhaltsstoffanalysen befassen, besten-

falls nicht invasiv® sind und zumeist verschiedene Regressionsmethoden wie PLS-

Regressionen zur Konzentrations- bzw. Mengenvorhersage von Metaboliten befassen.

& ,Nicht invasiv” bedeutet im Zuge dieser Zusammenfassung, dass die Messung ohne Eingriff in das Kul-
tursystem erfolgte.
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Wie aus der vorherigen Tabelle ersichtlich, gibt es seine Vielzahl an Arbeiten, zu NIR-
spektroskopische Messungen an getrockneten und vermahlenen Algenproben. Es wur-
den dabei verschiedenste Zielanalyte untersucht und mittels chemometrischer Metho-
den quantifiziert bzw. Analytkonzentrationen in unbekannten Proben mittels chemo-
metrischer Methoden vorhergesagt. Auffillig oft werden hierbei PLS-Regressionen
verwendet und mit verschiedensten Datenvorbehandlungen kombiniert.

Einige grundlegende Erkenntnisse, die sich aus den oben aufgefiihrten Arbeiten erge-

ben sind:

NIR-spektroskopische Messungen wurden meist an getrockneten Proben durchgefiihrt

Uberwiegend wurden Reflexionsmessungen durchgefiihrt
- Nur duBerst wenige Messungen wurden im kurzwelligen NIR-Bereich durchgefiihrt
- Wellenldangenbereiche von 1100 bis 2500 Nanometern wurden vermehrt genutzt
- Vorhersage von Proteinkonzentrationen bis auf 0,181 % (w/w) genau; von Lipiden bis
auf 3,64 % (w/w) sowie 11 bzw. 0,16 mg I genau; von Kohlenhydraten bis auf 4,93 %
(w/w) genau und von Stickstoffgehalten bis auf 0,846 % (w/w)
- Weitere Metabolite wie Alginat wurden bis auf 2,07 % (w/w) genau vorhergesagt
- Pigmente wie Carotinoide wurden auf 0,24 mg It oder gar 6,12 ug genau vorhergesagt
- Haufige Anwendung von PLS-Regression in Kombination mit Datenvorbehandlungen
- Oftmals inkonsistente Auswirkungen von Vorbehandlungen auf Modellgiiten
- Wahl der Regressionsmethode hat (teilweise) starke Auswirkung auf die Vorhersage-
genauigkeit
Ein direkter Vergleich beispielsweise von Vorhersagefehlern ist aufgrund der verschie-
denen Versuchssetups und Auswertungsmethoden zwar schwierig, es wurde jedoch
insgesamt gezeigt, dass verschiedenste Inhaltsstoffe mit Genauigkeiten im Milligramm-
pro-Liter-Bereich mittels NIR-Spektroskopie quantifiziert werden kénnen. Wie von
Horn et al. (1999) bemerkt, kann dabei der Vorhersagefehler sogar kleiner sein als der
Fehler einer referenzanalytischen Methode. Auch Messungen an stark wasserhaltigen
Proben wurden dabei durchgefiihrt (Brown et al., 2014) und dieselben Autoren berich-
ten sogar von Vorversuchen zu Transmissionsmessungen in Klvetten.
Wie in den beschriebenen Arbeiten zu erkennen, sind In-situ-Messungen direkt in An-
zuchtsystemen zwar theoretisch moglich, wurden in der Praxis bisher jedoch nicht um-

gesetzt.



-42 - Stand des Wissens

2.2.5 VIS-Polarisationsspektroskopie

Zum besseren Verstandnis der im Ergebnisteil beschriebenen Beobachtungen, sowie
zur fundierten Einordnung der Diskussion derselben, sei zunachst eine Einflihrung in
die der Polarisationsspektroskopie zugrunde liegenden Mechanismen gegeben, bevor

auf bisherige Forschungsarbeiten zu dem Thema eingegangen wird.

2.2.5.1 Theoretische Grundlagen der VIS-Polarisationsspektroskopie

Mit dem Wort Polarisation wird generell die Schwingungsrichtung einer (elektromag-
netischen) Welle beschrieben welche immer senkrecht zur Ausbreitungsrichtung steht.
Wahrend ,natlrliches Licht” stets eine ungeordnete Mischung aus Photonen unter-
schiedlichster Schwingungsrichtungen ist, ist polarisiertes Licht eine ,geordnete”
Strahlung, innerhalb derer alle Photonen mit hoher Wahrscheinlichkeit dieselbe
Schwingungsrichtung besitzen.

Dies ist in Abbildung 2.6 dargestellt, in der im rechten Bildteil eine Mischung von Pho-
tonen angedeutet ist, deren elektrische Feldvektoren in alle Raumrichtungen oszillie-

ren, d.h. die verschiedenste Polarisationsrichtungen besitzen.

Abbildung 2.6: Ubersicht einiger moglicher Polarisationsrichtungen von Photonen.
(Quelle: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/84/Circular.Polarization.Circularly.
Polarized.Light_Circular.Polarizer_Creating.Left.Handed.Helix.View.svg)

Mittels Polarisationsfiltern konnen aus dieser ungeordneten Strahlung bestimmte An-
teile selektiv herausgefiltert werden. Dies ist im mittleren Bildteil sichtbar, wo lediglich
solche Photonen vorhanden sind, welche in derselben Raumebene schwingen. Diese

linear polarisierte Strahlung kann dabei auch als Uberlagerung zweier gegensétzlich
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zirkular oszillierender Wellen angesehen werden. Aus dieser tiberlagerten Welle, kann
mit Hilfe geeigneter polarisationsmodulierender Optiken einseitig drehend zirkular
polarisiertes Licht hergestellt werden, welches im linken Bildteil sichtbar ist.

Es sei an dieser Stelle erwihnt, dass linear polarisierte Strahlung sowohl als Uberlage-
rung zweier, im Winkel von 90° zueinander stehenden, linearen Wellen betrachtet
werden kann, als auch als Uberlagerung zweier gegenliufig oszillierender zirkular pola-
risierter Wellen, welche jeweils in gleicher Phase zueinander schwingen. Dies ist in
Abbildung 2.7 dargestellt, wobei im oberen Bildteil die Dekomposition in lineare

Trajektorien und im unteren Bildteil jene in zirkulare gezeigt ist.

Abbildung 2.7: Darstellung einer linear polarisierten Strahlung als Uberlagerung zweier Strahlen differie-
render Polarisation. Oben: Uberlagerung von senkrecht zueinander schwingenden linear Polarisierten
Wellen. Unten: Uberlagerung von gegenldufig zueinander zirkular oszillierenden Wellen. In allen Bildtei-
len sind jeweils in rot bzw. griin die kombinierenden Wellen, in hellblau die resultierende Welle einge-
zeichnet. Im linken Bildteil sind jeweils sich im Raum ausbreitende Wellen skizziert, im rechten die Dar-
stellung der Intensitdten der elektrischen Feldvektoren am Ort der im linken Bildteil eingezeichneten
Ebene. Die im rechten Bildteil gepunktet dargestellten Linien entsprechen den ,Enden” der jeweiligen
Feldvektoren bzw. der von ihnen beschriebenen Trajektorien. (Quelle: Andras Szilagy;
http://cddemo.szialab.org/index_de.html; Abgerufen am 07.01.2016)
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Es sei an dieser Stelle auch darauf hingewiesen, dass die in den Abbildungen einge-
zeichneten Linien lediglich mogliche (mathematische) Dekompositionen von Polarisa-
tionszustanden eines Photons zeigen, welche dieses zur selben Zeit beinhalten kann.
Treffen Photonen auf Materie, kommt es zu Wechselwirkungen, von denen besonders
die Absorption im Folgenden betrachtet werden soll. Abhangig von den molekularen,
sowie den makroskopischen Eigenschaften der wechselwirkenden Materie werden
Photonen mit verschiedenen Energiegehalten unterschiedlich stark absorbiert. Neben
der wellenlangenabhangigen Absorption, welche beispielsweise im Fall von Pigmenten
zu charakteristischen Absorptionsmustern fihrt, ist das Absorptionsverhalten unter
anderem durch die Polarisationseigenschaften der einfallenden Strahlung determi-
niert. Dies hangt damit zusammen, dass bestimmte Materialien rdaumliche Abhangig-
keiten der Absorptionsintensitat der elektrischen Feldvektoren zeigen, was nichts an-
deres bedeutet, als dass in verschiedene Raumrichtungen oszillierende Wellen unter-
schiedlich stark absorbiert werden. Je nach Polarisationsgrad kommt es beim Auftref-
fen der Strahlung zu unterschiedlichen Effekten, welche anhand der folgenden Darstel-
lungen kurz erlautert werden sollen:

Im Falle des Durchgangs durch ein Medium mit einem hoheren Brechungsindex als Luft
sind innerhalb des Mediums kiirzere Wellenldngen beobachtbar, welch nach Austritt
aus diesem Medium wieder ihre urspriingliche Lange aufweisen (siehe Abbildung 2.8).

Gleichzeitig sinkt (zumindest in der gezeigten Raumebene!) die Ausbreitungsgeschwin-

digkeit der Photonen im Vergleich zum bisher umgebenden Medium.

Abbildung 2.8: Verhalten einer linear polarisierten Welle beim Durchgang durch ein Medium mit erhéh-
tem Brechungsindex relativ zum umgebenden Medium. Im linken Bildteil ist erneut die Welle im Raum,
sowie in Orange der Koérper mit erhéhtem Brechungsindex. Im rechten Bildteil sind die Intensitdten der
elektrischen Feldvektoren am Ort der im linken Bildteil eingezeichneten Ebenen zu sehen. (Quelle:
Andras Szilagy; http://cddemo.szialab.org/index_de.html; Abgerufen am 07.01.2016)



Stand des Wissens - 45 -

Hierdurch kommt es zu einer (je nach Materialdicke mehr oder weniger stark ausge-
pragten) Phasenverschiebung der Wellenmaxima. Das gleiche Prinzip gilt auch fir zir-

kular polarisierte Wellen in isotropen Kérpern, so wie in Abbildung 2.9 dargestellt.

Abbildung 2.9: Verhalten einer zirkular polarisierten Welle beim Durchgang durch ein Medium mit er-
hohtem Brechungsindex relativ zum umgebenden Medium. Im linken Bildteil ist erneut die Welle im
Raum, sowie in Orange der Korper mit erhéhtem Brechungsindex. Im rechten Bildteil sind die Intensita-
ten der elektrischen Feldvektoren am Ort der im linken Bildteil eingezeichneten Ebenen zu sehen. (Quel-
le: Andras Szilagy; http://cddemo.szialab.org/index_de.html; Abgerufen am 07.01.2016)

Diese selektive Phasenverzogerung einzelner Polarisationsrichtungen wird unter ande-
rem bei der Erzeugung zirkular polarisierter Strahlung ausgenutzt.

Passiert (polarisierte) Strahlung isotrope Medien, in denen sie absorbiert wird, fuhrt
dies nicht zu einer Phasenverschiebung, sondern lediglich zu einer Verringerung der

Strahlungsintensitat, so wie in Abbildung 2.10 dargestellt.

Abbildung 2.10: Verhalten der Strahlungsintensitat einer zirkular polarisierten Welle bei Durchquerung
eines absorbierenden Mediums. Im linken Bildteil ist erneut die Welle im Raum dargestellt. Im rechten
Bildteil sind die Intensitaten der elektrischen Feldvektoren am Ort der im linken Bildteil eingezeichneten
Ebenen zu sehen. (Quelle: Andras Szilagy; http://cddemo.szialab.org/index_de.html; Abgerufen am
07.01.2016)
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Dies bedeutet nichts anderes, als dass einzelne Photonen absorbiert und in andere
Energieformen (z.B. Warme) umgewandelt bzw. als solche wieder abgegeben werden.

Dieses Absorptionsverhalten kann sich dabei in Abhangigkeit der raumlichen Struktur
eines Stoffes fir zirkular linksdrehende und zirkular rechtsdrehende Strahlung in seiner
Intensitat durchaus unterscheiden (Drake, 1986). Die hieraus entstehenden Zirkular-
dichroismen (circular dichroism, CD), welche an chiralen Molekilen bzw. aus ihnen
aufgebauten Polymeren messbar sind, sind dabei wellenlangenabhangig und werden
oftmals zur Charakterisierung von biologischen Strukturen wie beispielsweise Pig-
mentkomplexen genutzt (Georgakopoulou et al., 2006). Erwahnt sei an dieser Stelle,
dass Circulardichroismen in ihrer Intensitat generell geringer ausgepragt sind als Line-
ardichroismen (Drake, 1986; Kaminsky, 2000). Jedoch ist vor allem die in Abbildung
2.11 dargestellte Nichtnotwendigkeit der exakten Winkeleinstellung bei der Aufnahme
von Circulardichroismen vorteilhaft fir die generelle Messung von Dichroismen in cha-
otisch organisierten Proben wie den in dieser Arbeit vermessenen Suspensionen pho-
totropher Mikroorganismen, welche daraus resultiert, dass die Handigkeit chiraler Mo-
lekile dieselbe bleibt, unabhdngig vom gewahlten Betrachtungswinkel (Garab & Van

Amerongen, 2009).
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Voraussetzungen bei der Messung von linearen (LD) und
zirkularen (CD) Dichroismen. (Quelle: Rodger & Nordén, 1997, S. 1)

Fiihren wir uns nun erneut vor Augen, dass wir zirkulare Polarisation als Uberlagerung
zweier linear polarisierter Wellen betrachten kénnen, sowie eine lineare Polarisation
als Uberlagerung von zwei sich gegenliufig drehenden zirkularen Einzelwellen. Nun

lassen sich durch Kombinationen der oben beschriebenen Effekte bei Wechselwirkun-
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gen von elektromagnetischer Strahlung mit Materie auch komplexere Szenarien, wie
das in Abbildung 2.12 dargestellte, erkldren. Hierbei trifft ein linear polarisiertes Pho-
ton auf ein Medium, welches sowohl einen Circulardichroismus aufweist, als auch eine

Phasenverschiebung einer zirkularen Einzelwelle bewirkt.

Abbildung 2.12: Verhalten eines linear polarisierten Lichtstrahls bei der Durchquerung eines Mediums,
welches sowohl absorbiert als auch brechend wirkt. Im linken Bildteil ist in rot die nicht-beeinflusste
zirkulare Teilwelle, in grin die verlangsamte und abgeschwéchte zirkulare Teilwelle, sowie in hellblau
die resultierende lineare Welle eingezeichnet. Im rechten Bildteil sind die Intensitdaten der jeweiligen
Feldvektoren am Ort der im linken Bildteil eingezeichneten eben zu sehen. (Quelle: Andras Szilagy;
http://cddemo.szialab.org/index_de.html; Abgerufen am 07.01.2016)

Als Resultat dieser kombinierten Wechselwirkungen entsteht ein elliptisch polarisiertes
Photon. Die gekippte Achse ist dabei auf zirkulare Doppelbrechung (unterschiedlicher
Brechungsindex bei rechts- und linksdrehender Polarisation) und die Elliptizitat auf
einen Circulardichroismus (unterschiedliche Absorption bei rechts- oder linksdrehen-
der Polarisation) zuriickzufiihren. Die hier genannten Eigenschaften von polarisierter
elektromagnetischer Strahlung, sowie die sich daraus ergebenden Konsequenzen bei
der Wechselwirkung mit Materie werden im Diskussionsteil dieser Arbeit erneut auf-
gegriffen. Flir weitere Informationen zu phanomenologischen Aspekten der Entste-
hung von Circulardichroismen sowie zu experimentellen Fallstricken bei ihrer Vermes-

sung sei auf Kaminsky (2000) verwiesen.

2.2.5.2 Praktische Arbeiten zur VIS-Polarisationsspektroskopie an phototrophen
Mikroorganismen

Wahrend die Polarisationsspektroskopie seit vielen Jahrzehnten praktische Anwen-

dung in der Analyse von Biomolekilen findet, werden vor allem Proteinkonformatio-

nen und ihre resultierende biologische Wirkung untersucht (beispielsweise von Chen
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et al., 1972), wobei zumeist Losungen einzelner aufgereinigter Stoffe analysiert wer-
den und selten In-vivo-Messungen stattfinden. Dies ist aufgrund der grofRen Vielzahl
unterschiedlicher Biomolekile in lebenden Zellen nachvollziehbar, da dort die Auf-
nahme einzelner Zielanalytinformationen durch andere Stoffe erheblich gestort wer-
den konnen. Dies erklart auch, weshalb es bisher wenige Arbeiten zur In-vivo-
Quantifizierung von Stoffen mittels Polarisationsspektroskopie gibt. Ist als Anforderung
zudem eine In-situ-Detektion und -Quantifizierung von Analyten ohne vorherige Ent-
nahme und Aufarbeitung von biologischen Proben gewiinscht, tauchen durch weitere
Versuchseinfliisse (beispielsweise die Materialien von Bioreaktorwadnden, Bestandteile
von Anzuchtmedien, etc.) auch weitere Probleme auf, die einen In-situ-Einsatz von

polarisationsspektroskopischen Analysemethoden erschweren.

In der folgenden Tabelle 2.7 sind bisher publizierte Arbeiten aufgefiihrt, in denen VIS-
polarisationsspektroskopische Methoden in der Analyse von photoautotrophen Mik-

roorganismen zur Anwendung kamen.

Tabelle 2.7: Bisherige Arbeiten zu VIS-polarisationsspektroskopischen Analysen phototropher Mikroor-
ganismen mit dem Schwerpunkt auf solchen Arbeiten, in denen Circulardichroismen untersucht wurden.

CD: Circular dichroism (Circulardichroismus); LD: Linear dochroism (Lineardichroismus)

Metho- Untersuchter Quantitative oder
de Organismus Zielsetzung qualitative Analyse  Nicht-Invasivitat Quelle
VIS-LD Mikroalgen, Aufnahme von Qualitativer Ver- Semi-invasiv, da Biggins &
Thylakoide LD-Spektren in gleich mit anderen u.a. ganze Zellen Svejkovsky,
und isolierte gereckten Poly-  Methoden zur vermessen wur- 1980
Proteinkom- ninyl-Matrizes (Zell-) Ausrichtung den
plexe far LD-Analysen
VIS-CD Phycobilliso- Untersuchung Qualitativ & quanti-  Invasiv durch Rigbi et al.,
men von F. von Protein- tativ durch berech-  Phycobilisomauf- 1980
diplosiphon komplex- nung differentieller  reinigung
Dissoziierungen  CD-Spektren
VIS-CD Phyllophora Charakterisie- Qualitative Analyse  Invasiv, da Prote-  MacColl et
antarctica rung eines neu der CD-Spektren ine extrahiertund al., 1996
entdeckten zum Vergleich mit selektiv aufgerei-
Pigments anderen Pigmenten nigt wurden
VIS-CD Cyanobakte- Analyse der Qualitative Aufkla- Invasiv durch MacColl et
rien, Rotalgen  Struktur von rung der raumli- Extraktion der al., 1999
und Crypto- Biliproteinen chen Struktur Analyte vor ihrer
monaden Untersuchung
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Metho- Untersuchter Quantitative oder
de Organismus Zielsetzung qualitative Analyse  Nicht-Invasivitat Quelle
VIS-LD Synechococcus Untersuchung Qualitative Analyse  Invasiv, da Photo-  Bialek-
elongatus der intrazelluld-  von Carotinoid- system- Bylka et
ren R-Carotin- Orientierung Proteinkomplexe  al., 2000
Orientierung Extrahiert wurden
VIS-LD &  Mantoniella Strukturelle Quantitative Auf- Invasiv durch Goss et al.,
VIS-CD squamata Organisation klarung von Orien- Probennahme 2000
von Pigment- tierungswinkeln und Isolierung
molekiilen in einzelner Pigmente  von LHC-
LHC-Komplexen im Photosynthese-  Komplexen
apparat
VIS/NIR-  LHCIvon Einfluss ver- Semi-quantitative Invasiv durch Georgako-
CcD Purpurbakte- schiedener Betrachtung der Praparation der poulou et
rien Carotinoide auf  Intensitdtsverhalt- LHC I-Komplexe al., 2006
CD-Spektren nisse von Banden
VIS-CD Phytochrome  Strukturaufkla- Qualitativ Invasiv durch Rockwell
aus transge- rung verschie- Proteinexpressi- etal., 2009
nen Bakterien  dener Phy- on/-extraktion
tochrome in/aus Bakterien
VIS-CD Cyanobakte- Aufnahme Pola- Qualitative Detek- Komplett nicht- Sparks et
rien und Hal- risationssensiti-  tion von pigment- invasiv al., 2009
obakterien ver Fernerkun- bedingten polari-
dungsdaten von sierten Reflexions-
fremden Plane-  signalen
ten
VIS-LD & Phaeodacty- Funktionale Semi-quantitativ Invasiv, da u.a. Szabé et
VIS-CD lum tricornu- Analyse von durch direkten zwar ganze Zellen al., 2010
tum und Cy- Fucoxanthinen Vergleich von Fuco-  vermessen wur-
clotella durch LD & CD xanthinleveln unter  den, das verwen-
meneghiniana  Messungen in verschiedenen dete Gel jedoch
gepresstem Lichtbedingungen phytotoxisch ist
Polyacrylamid-
gel
VIS-CD Chlamydomo-  Untersuchung Qualitative Veran- Invasiv, da isolier-  Yadavalli
nas reinhardtii  struktureller & derung der CD- te LHC I- etal., 2012
funktioneller Spektren unter Komplexe unter-
Anderungen am  Eisenmangel sucht wurden
Photosystem |
UV-CD Diverse Charakterisie- Qualitative Unter- Invasiv durch Di Pippo et
Cyanobakteri-  rung von zellu- suchung von UV- Probennahme al., 2013
enstamme laren Exopoly- CD-Spektren bei und Zellabtren-
sacchariden variablem pH nung
VIS-CD Diverse euka-  Detektion von Qualitativ Invasiv durch Rockwell
ryotische Konformations- Phytochromex- etal., 2014
Algenarten anderungen von traktion

Phytochromen
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Bezliglich der VIS-CD-Spektroskopie konnten an dieser Stelle noch weitere Quellen wie
Shubin et al. (1993), Engelmann et al. (2001), Andrizhiyevskaya et al. (2002), Arskold et
al. (2003), Morton et al. (2015) und andere genannt werden, jedoch beschéftigen sich
alle diese Veroffentlichungen mit fixierten’ und ausgerichteten ganzen Zellen, aufge-
reinigten Lichtsammel- oder anderen Proteinkomplexen oder anderen aufgereinigten
Molekilen, was in keinster Weise als nicht-invasiv gelten kann und deshalb hier nicht
weiter ausgefiihrt wird. Systematische Studien welche sich mit den Circulardichrois-
men von Algenzellen die von Spezies zu Spezies variieren sollten (Garab & Van Ame-
rongen, 2009) beschaftigen, sind bis dato nicht durchgefiihrt worden.

Neben der polarisationssensitiven Aufnahme von Extinktionssignalen kénnen auch aus
Streulichtanteilen in photometrischen Analysen erheblich mehr (Struktur-) Informatio-
nen extrahiert werden, wenn auch ihre Polarisationseigenschaften analysiert werden
als alleine ihre Intensitat (Tinoco & Keller, 1983). Dies war jedoch in dieser Arbeit nicht
praktikabel und soll deshalb im Weiteren nicht erortert werden. Gleiches gilt fiir die
Aufnahme von (polarisationssensitiven) Fluoreszenzspektren wie beispielsweise von

Skandary et al. (2015) beschrieben.

2.2.6 NIR-Polarisationsspektroskopie

In diesem Teil werden vor allem bisherige Anwendungen erortert.

2.2.6.1 Theoretische Grundlagen der NIR-Polarisationsspektroskopie

Um Dopplungen zu vermeiden, sei an dieser Stelle lediglich auf die fiir den VIS-Bereich
herausgearbeiteten Grundlagen aus Abschnitt 2.2.5.1 verwiesen werden, da die zu-
grunde liegenden Effekte der polarisationsabhadngigen differentiellen Wechselwirkun-
gen von elektromagnetischer Strahlung und Materie prinzipiell auch im NIR giiltig sind.
Einzig unterscheidend ist, dass lediglich polarisationsabhangig Molekiilschwingungen
anstatt von elektronischen Ubergéngen detektiert werden, weshalb im Folgenden auch
von Vibrationscirculardichroismen (VCD; vibrational circular dichroism) gesprochen

wird.

7 Hierbei sei zu erwdhnen, dass bei der Verwendung von acrylamidhaltigen Gelen die Fixierung selbst die
Probe und ihre Eigenschaften (u.a. das zellulare Membranpotenzial) beeinflussen kann (Garab & Van
Amerongen, 2009).
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2.2.6.2 Praktische Arbeiten zur NIR-Polarisationsspektroskopie an phototrophen

Mikroorganismen

In der folgenden Tabelle 2.8 sind bisher publizierte Arbeiten aufgefiihrt, in denen VIS-

Polarisationsspektroskopische Methoden in der Analyse von photoautotrophen Mik-

roorganismen zur Anwendung kamen:

Tabelle 2.8: Bisherige Arbeiten zu NIR-polarisationsspektroskopischen Analysen mit dem Schwerpunkt
auf solchen Arbeiten, in denen Vibrationscirculardichroismen (VCD) untersucht wurden.

Metho- Untersuchter Quantitative oder
de Organismus Zielsetzung qualitative Analyse  Nicht-Invasivitat Quelle
NIR-VCD  Campher Messung von Qualitativ Invasiv, da Rein- Keiderling &
NIR-VCDs substanz vermes-  Stephens,
sen wurde 1976
IR-VCD Proteine in Machbarkeits- Qualitativ Invasiv, da aufge-  Baumruk &
wadssrigen studie; Detekti- reinigte Proteine Keiderling,
Losungen on von Amid-I- vermessen wur- 1993
VCD-Banden den
NIR-VCD  Zyklopentan, Messung und Qualitative Mes- Invasiv, da Rein- Abbate et
Zyklohexan theoretische sung und quantita-  substanz vermes-  al., 2000
u.a. Betrachtung tive theoretische sen wurde
von NIR-VCDs Betrachtung
NIR-/IR-  Campher, Machbarkeits- Qualitativ Invasiv, da Rein- Caoetal.,
VCD a-Pinen u.a. studie; Auf- substanzen ver- 2004
nahme von messen
VCDs vom NIR-
bis zum MIR
IR-VCD Proteinfilme Strukturunter- Qualitativ Invasiv und nicht ~ Shan-
suchung von an Kulturen an- mugam &
Peptiden gewendet Polavara-
pu, 2004
VIS-/ LHC I von Einfluss ver- Semi-quantitative Invasiv durch Georgako-
NIR-VCD  Purpurbakte- schiedener Betrachtung der Praparation der poulou et
rien Carotinoide auf  Intensitdtsverhalt- LHC I-Komplexe al., 2006
CD-Spektren nisse von Banden
NIR-/ Diverse chirale Machbarkeits- Qualitativ Invasiv, da Rein- Guo etal.,
MIR-VCD Beispielmole-  studie; Messung substanzen ver- 2006
kile von VCDs von messen wurden
NIR- bis MIR-
Bereich
NIR-/ Diverse disac-  Aufklarung von Qualitativ Invasiv, da Rein- Taniguchi
MIR-VCD charide Glykosidbin- substanzen ver- & Monde,
dungspositio- messen wurden 2007

nen
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Metho- Untersuchter Quantitative oder
de Organismus Zielsetzung qualitative Analyse  Nicht-Invasivitat Quelle
NIR-VCD  Campher, Vorhersage und  Qualitativ und Invasiv, da Rein- Abbate et

a-Pinen u.a. Messung von quantitativ (ver- substanzen ver- al., 2009

NIR-VCDs gleich Vorhersa- messen wurden
ge/Messung)

NIR-/ Proteine in Messung von Qualitativ Invasiv, da aufge- Maetal.,
MIR-VCD  wassrigen NIR-VCDs reinigte Proteine 2010

Lésungen vermessen wur-

den

NIR-/IR-  Methyllactat Messung von Quantitativ, kon- Invasiv, da Rein- Abbate et
VCD NIR-VCDs zentrationsabhan- substanz vermes-  al., 2012

gige Spektren ge- sen wurde

messen

Wie ersichtlich, ist die Anzahl vorhandener Literaturstellen zu dieser Thematik duRerst
limitiert. Eine Anwendung der VCD-Messung ist lediglich im langwelligen IR-Bereich
verbreitet, da hier distinkte CD-Peaks erkennbar sind, wahrend im NIR-Bereich ledig-
lich breitbandige differentielle Extinktionen beobachtbar sind. Auch fallt auf, dass vor
allem Reinsubstanzen vermessen und charakterisiert werden, bzw. lediglich sehr simp-
le Mixturen (z.B. Protein in Wasser) untersucht werden, wobei dies meist nur qualitativ
geschieht. Eine komplexere Anwendung der NIR-CD-Spektroskopie zur nicht-invasiven
Detektion und Quantifizierung von Blutzucker wurde von Hokr et al. (2016) zwar vor-
geschlagen, jedoch (noch) nicht realisiert. Eine Anwendung der NIR-CD-Spektroskopie
zur Quantifizierung von zelluldren Inhaltsstoffen in photoautotrophen Mikroorganis-

men ist bisher nicht gegeben.
2.2.7 Raman-Spektroskopie

2.2.7.1 Theoretische Grundlagen der Raman-Spektroskopie

Flir eine ausgiebige Erorterung der Raman-Spektroskopie sei auf entsprechende Lehr-
blicher verwiesen, jedoch soll an dieser Stelle zumindest eine kurze Einfihrung in diese
Analysetechnik gegeben werden. Der folgende Absatz ist dabei groRtenteils anhand
von Pofizka et al. (2014) verfasst.

Wie bereits gesehen, gibt es bei Auftreffen von Photonen auf Materie verschiedene
mogliche Wechselwirkungen. Neben der Uberfiihrung von Molekiilen in héhere elekt-

ronische Energiezustande, kann ein Molekil durch Energieabsorption zudem in ener-
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giereichere Schwingungszustande Uberfiihrt werden. Unter normalen Umstdnden ist
es hierfir erforderlich, dass der Energiegehalt eines Photons mit der Energiedifferenz
zwischen unterschiedlichen Schwingungszustianden koinzidiert. Demgegeniiber kann
es auch passieren, dass durch inelastische Streuung® von Photonen Energie auf Stoffe
Ubertragen wird. Hierbei wird ein Molekil durch das Auftreffen eines Photons zu-
nachst auf einen virtuellen Energiezustand angeregt. Dazu ist es nicht erforderlich,
dass der Energiehalt des Photons mit Energiedifferenzen zwischen molekularen
Schwingungszustanden koinzidiert, vielmehr ist dieser Effekt tiber einen breiten Wel-
lenlangenbereich beobachtbar. Das Molekil fallt hiernach auf ein im Vergleich zum
Ursprungszustand erhdhtes Energieniveau herab, wobei ein Photon emittiert wird.
Dieses Photon hat im Vergleich zum ,Ursprungsphoton”, welches das Molekil ange-
regt hat, einen verringerten Energiegehalt um exakt jenen Betrag, der auf das Molekiil
Ubertragen wurde. Somit ist als Raman-Signal ein im Vergleich zum Ausgangszustand
energiedarmeres Photon detektierbar. Da dieser Mechanismus der inelastischen Streu-
ung bei derselben Anregungswellenlange an verschiedenen Molekilbindungen auftritt,
ergibt sich als finales Messsignal ein Spektrum emittierter Photonen, welche sich um
definierte Energiegehalte (die auf das Zielmolekil Gibertragen wurden) von jenen der
Ursprungsstrahlung unterscheiden. Da dieser Effekt bei allen Anregungswellenldangen
beobachtbar ist, wiirde sich bei Anregung von Molekiilen mit polychromatischer Strah-
lung somit ein Raman-Spektrum fir jede einzelne Anregungswellenldange ergeben. Die-
se wirden sich derart stark lGiberlappen, dass sich keine einzelnen Banden oder Peaks
separieren lieBen. Aus diesem Grund geschieht die Anregung mit monochromatischen
Lichtquellen. Hierdurch ergibt sich eine definierte Anregungswellenlange, zu welcher
stets die relativen Verschiebungen der Reemissionspeaks angegeben werden. Bei ge-
eigneter Abszissenachsenskalierung, welche zumeist als Kehrwert der Wellenlange
gewadhlt und in Wellenzahlen pro Zentimeter angegeben wird, werden somit Spektren,
die bei unterschiedlichen Anregungswellenlangen aufgenommen wurden, direkt ver-

gleichbar.

8 Zur Vermeidung von Unklarheiten:

Elastische Streuung: Absorption eines Photons und direkte Re-Emission eines anderen Photons dersel-
ben Wellenldnge.

Inelastische Streuung: Absorption eines Photons und Re-Emission eines anderen Photons langerer Wel-
lenldnge (= geringerer Energie) wobei die Energiedifferenz als Schwingungsenergie auf das Molekdl
libertragen wurde.
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Hierbei ist die Intensitat der Raman-Spektren invers proportional von der Anregungs-
wellenlange abhdngig, so dass kleinere Anregungswellenlangen zu hoheren Signalin-
tensitaten fihren. Jedoch ist zu beachten, dass gerade Anregungen im UV-Bereich auf-
grund der hohen Energiedichten der eingesetzten Anregungslaser zur Zerstérung von
Probenmaterialien fihren kénnen (Yoshino et al., 2015). Generell haben Raman-
Spektren jedoch aufgrund der seltenen Interaktion geringe Intensitdten, da nur circa
jedes millionste Photon der einfallenden Strahlung inelastisch gestreut wird.

Hinzu kommt, dass eventuell auftretende Fluoreszenzsignale um sechs bis zehn Zeh-
nerpotenzen intensiver sind als Raman-Peaks, was gerade bei Anregung im sichtbaren
Spektralbereich die Aufnahme von sauberen Raman-Spektren erschwert (Schrader,
1997a). Eine Probenanregung im nah-infraroten Spektralbereich kann hierbei Abhilfe
schaffen und auch die Aufnahmen von sauberen Spektren in fluoreszenzaffinen Proben
ermoglichen (Schrader, 1997a).

Besonders reizvoll an Raman-spektroskopischen Messungen ist die Tatsache, dass die-
se auch durch Verpackungsmaterialien wie Glas oder Plastik hindurch erfolgen kénnen
und somit nicht-invasiv Proben analysiert werden kénnen. Da Wasser nur ein schwa-
cher Raman-Strahler ist, sind zudem Untersuchungen an wassrigen Lésungen und Sus-
pensionen moglich (Schrader, 1997b).

Fir weitergehende Erorterungen der Theorie sowie instrumentellen Grundlagen sei
auf Vandenabeele (2013), fir generelle Anwendungsmoglichkeiten der Raman-
Spektroskopie sei auf die Werke von Bernhard Schrader (1997a, 1997b) und fiir neuere
technische Entwicklungen und deren (zumeist nicht quantitative) Anwendungen in der
Phycologie auf Parab & Tomar (2012) verwiesen. Wie von Pofizka et al. (2014) konsta-
tiert, handelt es sich bei der Nutzung von Raman-spektroskopischen Methoden fiir die
Untersuchung von Mikroalgen und Cyanobakterien um ein eher neues Forschungsge-
biet, so dass vor allem in den letzten Jahren Arbeiten zu der Thematik verdffentlicht

wurden, welche zudem Uber ein breites Spektrum von Fachzeitschriften verstreut sind.

2.2.7.2 Praktische Arbeiten zur Raman-Spektroskopie an phototrophen Mikroorga-
nismen
In Tabelle 2.9 sind jene Arbeiten aufgeflihrt, welche sich mit der quantitativen Unter-

suchung von phototrophen Organismen mittels Raman-Spektroskopie beschaftigen.
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Im Vergleich zu frilhen Arbeiten wie beispielsweise jenen von Brahma et al. (1983),
Szalontai et al. (1985), Baek et al. (1989) oder auch solchen neueren Datums wie z.B.
jener von Wu et al. (1998), in denen vor allem die qualitative Erfassung von Raman-
Spektren im Fokus standen, gewinnt die quantitative Auswertung von Raman-Spektren
immer grofRere Aufmerksameit. Dies liegt neben der Entwicklung neuartiger Techniken
und verbesserten Messaufbauten vor allem in der intersiziplindren Anwendung der
Raman-Spektroskopie, beispielsweise zur nicht-invasiven Analyse von Mikroorganis-
men und konstanten Weiterentwicklungen um Fluoreszenzeffekte, Probendegradation
und weitere Probleme zu minimieren.

Wie oben aufgefiihrt, gibt es inzwischen viele semi-quantitative Arbeiten, welche sich
mit der ortsaufgel6sten Erfassung und Darstellung von Metaboliten beschéftigen, wo-
bei vor allem Intensitatsdifferenzen innerhalb von einzelnen und zwischen verschiede-
nen Spektren erfasst werden. Diese Arbeiten sind selten auf absolute Quantifizierun-
gen ausgelegt, jedoch zeigen sie bereits, dass auch teilweise gering konzentrierte Me-
tabolite in vivo erfassbar sind. Durch messtechnische Kniffe wie Anti-Stokes-Raman-
Spektroskopie oder mathematische Verfahren zur Grundlinienkorrektur sind auch Flu-
oreszenzeffekte, welche sehr viel hohere Signalintensitdaten als die Raman-Spektren
aufweisen und deren Auswertung stark erschweren kdénnen, beherrschbar geworden
(siehe z.B. Oh et al., 2013; Samek et al., 2010). Dies ist gerade in der Untersuchung von
pigmentierten Mikroorganismen wichtig, da intrazelluldare Chlorophylle und Carotinoi-
de sehr starke Fluoreszenzsignale hervorrufen kénnen. Auch die Anwendung von NIR-
Anregungsstrahlung hilft, diese Problematik zu umgehen, wobei hier als direkter Nach-
teil die geringere Messempfindlichkeit zu Buche schlagt.

Die meisten der oben aufgefiihrten Arbeiten waren dabei meist invasiver Natur, da
einzelne Zellen mittels Raman-Mikrospektroskopie vermessen wurden. Ansatze wie die
Nutzung von optischen Pinzetten machen eine Anwendung im (extrem langsamen)
Durchflussprinzip zumindest theoretisch moglich. Die erfolgreiche Anwendung von
Resonanz-Raman-spektroskopischen Messungen bei konstantem Durchfluss und Pro-
benanregung im UV-Bereich zeigt, dass auch semi-invasive In-vivo-Quantifizierungen
moglich sind.

Dabei konnen zum einen Uber die Auswertung von metabolitspezifischen (einzelnen)

peaks in Raman-Spektren direkte Aussagen Uber deren Konzentrationen getroffen
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werden oder zum anderen auch indirekte Stoffquantifizierungen Gber mit dem Zielme-
tabolit korrelierte weitere Stoffe erfolgen.

Allen aufgefiihrten Arbeiten mit Ausnahme jener von Nadadoor et al. (2012) ist jedoch
gemein, dass zerstorungsfreie In-situ-Messungen von Raman-Spektren ganzer Kulturen
direkt in geschlossenen Anzuchtsystemen eher die Ausnahme sind. Letztgenannte Au-
toren konnten mittels einer ins Anzuchtsystem verbrachten Messsonde Raman-
Spektren direkt im laufenden Betrieb aufnehmen. Dieser Ansatz wurde auch von Koch
et al. (2017b) verwendet. In dieser Arbeit wurden fasergestiizt Raman Spektren inner-
halb von Kultursuspensionen der Grinalge Dunaliella salina aufgenommen quantitati-
ve Analysen der Carotinoidbandenlagen und -intensitaten vorgenommen. Ziel war die
Untersuchung von Kinetiken des Violaxanthinzyklus bei Adaption an variierende Licht-
verhaltnisse. Hierbei wurden Echtzeitmessungen im laufenden Versuchsreaktor durch-
geftihrt, wodurch In-situ-Untersuchungen zelluldrer Reaktionen moglich waren.

Zwar sind solche Ansatze fiir Langzeituntersuchungen oder Prozesssteuerungen viel-
versprechend, aber auch bei den zuletzt vorgestellten Versuchsaufbauten handelt es
sich nicht um Ansatze, die die Untersuchung vieler Proben ermdglichen, so wie es fiir

Screeninganwendungen notig ist.
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3 Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist es mit Hilfe ausgewahlter und nachfolgend spezifizierter optischer
Analyseverfahren in geschlossenen Photobioreaktoren Wachstums- und Inhaltsstoff-
parameter von Mikroorganismen zu detektieren. Hierzu soll ein geschlossener Photo-
bioreaktor zur Kultivierung photoautotropher Mikroorganismen konzipiert und entwi-
ckelt werden. Mit Hilfe dieses Prototypsystems sollen dann die verschiedenen opti-
schen Verfahren VIS- und NIR-Extinktionsspektroskopie, Polarisationsspektroskopie,
Fluoreszenzanalysen sowie Ramanspektroskopie und ortsaufgeléste 3D-Verfahren auf
ihre Anwendbarkeit am Beispiel der In-situ-Analytik von PHB in Nostoc Muscorum ge-

testet, wahlweise adaptiert und reaktorspezifisch bewertet werden.
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4 Material & Methoden

4.1 Entwickelter Einwegreaktor

Als Ausgangsmaterialien fir den entwickelten Photobioreaktor (PBR) sollten in jeden
Fall kostenglinstige Einwegmaterialien dienen. Diese Anforderung, sowie im Vorfeld
der Materialauswahl angestellte Uberlegungen zur optimalen Form des Reaktorbehél-
ters fihrten zur Auswahl von Polymerverbiinden, welche fiir den Nahrungsmittelsek-
tor produziert werden. Des Weiteren sollten die Reaktoren als geschlossenes System
ausgelegt sein, so dass zudem ein besonderes Augenmerk auf das Verschlusssystem
und die Charakterisierung der sich daraus ergebenden Reaktoreigenschaften gelegt

wurde.

4.1.1 Verwendete Einweg-Polymermaterialien

Als Grundgeriist dienten Plastikbecher aus Polypropylen (PP), Modell ,,Dressingbecher,
klar”, welche unter der Artikel-Nummer 335-042 von der Firma W. Peter Schafer in
Hannover bezogen wurden. Die Becher sind umgedrehte Kegelstimpfe mit einem Ge-
samtvolumen von 80 ml und sind in Abbildung 4.1 gezeigt. Die Gefal3e sind fiir den
Kontakt mit Lebensmitteln explizit zugelassen, was unter anderem sicherstellt, dass
keine toxischen Stoffe aus dem Polymer in die Versuchskulturen migrieren.

Aufgrund der produktionsbedingten Reinheit, wurden die Becher vor ihrer Verwen-
dung nicht sterilisiert, es wurde jedoch auf eine keimarme Arbeitsumgebung bei der
Bereitstellung sowie wahrend des Beflillvorgangs Wert gelegt. Um dies zu erreichen
fand das Beflllen der Becher stets unter einer Sterilbank statt.

Um eine Durchmischung der Algenkulturen wahrend der Versuche zu gewahrleisten,
wurden stets lediglich 50 ml Algensuspension in einem Becher kultiviert. Die so lber
der Flussigphase vorhandene Gasschicht, hatte bei einem Restvolumen von 30 ml eine
ausreichende Schichtdicke, um ein Hochsteigen der Suspensionen an den Becherwan-
den, bedingt durch die (bei der Anzucht auf Rotationsschittlern) entstehenden Zentri-
fugalkrafte zu ermdglichen, ohne dass ein Kontakt der Fliissigphase zur Reaktorober-

seite entstand.
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Abbildung 4.1: Als Reaktorgefa verwendete Polypropylen-Einwegbecher

Die Becher sollten im Folgenden versiegelt werden, wofir Siegelfolien aus dem Nah-

rungsmittel-Verpackungsbereich getestet wurden. Die zum Verschliefen der Reakto-

ren verwendeten Siegelfolien sowie ihre wichtigsten Materialeigenschaften sind in

Tabelle 4.10 dargestellt.

Tabelle 4.10: Ausgewahlte Materialeigenschaften der zum Verschliefen der Einwegreaktoren verwende-
ten Polymerfolien. Soweit nicht anders gekennzeichnet sind alle Angaben den technischen Datenblat-
tern der Folien enthnommen

Gas-Permeationsraten (cm* m?>d™ bar™)

Folie Hersteller Material Flf:)e
K 0 co, H,0
Vario-Seal Variovac PS PP'/PA’/ 64 60° 180° <3°
HB 64 PP AF SystemPack PET?
GmbH
Flachfolie Sudpack Verpa- oPp*/ 52 1.000 k.A. <4
OPP/PEM 2/50  ckungen GmbH  PEM’ (bei23°C& (bei23°C&
& Co. KG 35%r.F.) 85%r.F.)
MRX 2145 Sealed Air Corp. PE® 13 11.500 28.500 26
(bei23°C & (bei38°C & (bei23°C&
0%r.F.) 100 % r.F.) 0%r.F.)
Vario-Seal Maag GmbH PET’/PE® 52 k.A. k.A. k.A.
Mikroperforiert
Adhasions-folie  Carl Roth GmbH  LDPE’ 14 k.A. k.A. k.A.

& Co. KG

! Polypropylen; 2Polyamid; 3Polyethylenterephthalat; *Orientiertes Polypropylen; 5Polyethylenmethacry-
lat; 6Polyethylen; 7Polyethylen geringer Dichte
® Angaben gelten fiir eine vergleichbare Siegelfolie der Firma Allvac Folien GmbH mit Hochbarriere mit
einer Schichtdicke von 75 pum unter unbekannten Messbedingungen
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Insbesondere unter den Gesichtspunkten

hohe CO,-Durchlassigkeit

hohe 0,-Durchlassigkeit

geringe Wasserdampfdurchlassigkeit sowie

gute Siegelbarkeit gegen Polypropylen

wurden nachfolgend geeignete Folien ausgewahlt.

Neben den verschiedenen, durch Verschweien, fest mit den Bechern verbindbaren
Folienmaterialien wurden zudem Polymerdeckel als Verschluss getestet. Diese Deckel
wurden wie die Becher von der Firma W. Peter Schéfer als ,Runddeckel, klar” unter

der Artikelnummer 337-061 bezogen.

4.1.2 Versiegelung der Einwegreaktoren

Das VerschlieRen der Becher wurde mittels eines Handsiegelgerates, Modell Silius ba-
sic der Firma Variovac PS Systempack GmbH realisiert. Um eine reproduzierbare Ver-
siegelung zu ermoglichen wurde ein Siegelrahmen aus Holz gefrast (siehe Abbildung

4.2) in welchen die Becher eingelassen, befiillt und letztlich versiegelt wurden.

Abbildung 4.2: Zum VerschlieRen der Reaktoren verwendete Gerate. Links: Handsiegelgerat Silius Basic;
Rechts: Konstruierter Siegelrahmen zur Aufnahme der Becher wahrend des Siegelvorgangs

Der konstruierte Siegelrahmen erlaubt das gleichzeitige VerschlieBen von bis zu 9 Re-
aktoren, wodurch ein hoher Probendurchsatz wahrend des Siegelvorgangs ermaoglicht
wird. Als Temperaturbereich fiir die Versiegelung wurden je nach Folie 150 bis 180 °C

gewahlt, wobei die Siegeldauer je nach Folie von 2 bis 7 Sekunden reichte.
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4.1.3 Gaswechsel-Messungen

Da nicht fir alle verwendeten Siegelmaterialien verldssliche Literaturangaben bezlig-
lich der zu erwartenden Gasdurchladssigkeiten zu ermitteln waren und diese Daten fir
einen Verschluss der Becher mittels Platikdeckeln ebenfalls nicht zu ermitteln waren,
wurde der geschlossene Bioreaktor als System einer weiteren Untersuchung unterzo-
gen. Hierflir wurden die verwendeten Verschlussmaterialien Gaswechselmessungen
unterzogen, die eine Aussage Uber den im versiegelten Reaktor zu erwartbaren
Gasaustausch geben sollten. Die Messungen wurden mit CO, als Tracergas durchge-

flhrt, wobei der in Abbildung 4.3 dargestellte Versuchsaufbau verwendet wurde.

Abbildung 4.3: Zur Bestimmung der Gas-Permeabilitdt der eingesetzten Verschlussmaterialien verwen-
deter Versuchsaufbau.

Als Messvolumen diente ein Metallzylinder, welcher den gleichen Durchmesser auf-
wies wie die verwendeten Plastikbecher. Auf diese Art und Weise konnte der im Mess-
system erfolgte Gasaustausch direkt auf das Bioreaktorsystem umgerechnet werden,
da lediglich die Folienflaiche der Deckmaterialien fir den Gasaustausch entscheidend
war. Der Metallzylinder wurde auf einer Bodenflache gasdicht verklebt. In dieser Bo-
denflache befanden sich Locher fir die Zufuhr des Tracergases sowie einen Druckaus-
gleich wahrend der Flutung mit Tracergas. Zudem wurde ein GMP222-CO,-
Diffusionssensor der Firma Vaisala (Vaisala GmbH, Bonn) im Messvolumen montiert

um die zeitliche Entwicklung der CO,-Konzentration im Versuchsaufbau zu erfassen.
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Auf der offenen Oberseite wurden die jeweils zu vermessenden Materialien plan auf-
gelegt und mit drei Verschlussringen gasdicht befestigt.

Im Zuge einer Permeabilitaitsmessung wurde im Anschluss das gesamte Messvolumen
mit CO; mit einer Konzentration von 1500 ppm geflutet. Neben der CO;-Konzentration
im Messzylinder wurde auch die AulRen-CO;-Konzentration erfasst, da aus den Diffe-
renzen der Messungen die letztendlichen Gaswechselzahlen berechnet wurden. Die

Berechnung der Gaswechselzahl erfolgte nach Nederhoff et al. (1985), nach Formel (1)

1 Clt 'Cat
7= In {22 (1)
t1-to Cltl—Catl

Z: Gaswechselzahl [1 h']

mit

to: Beginn der Messung [h]
t1: Ende der Messung [h]
Ci: COz-Innenkonzentration im Messzylinder [ppm]

Ca: CO,-Aulienkonzentration im Versuchsraum [ppm]

Zur Korrektur der gemessenen CO,-Abklingkurven im Hinblick auf systemspezifische
Einfliisse wurde der Grund-Gaswechsel des Systems bestimmt indem statt einer Foli-
enprobe ein gasundurchlassiges Polymerelement gasdicht auf die Proben6ffnung ge-
spannt wurde und von den jeweiligen Ergebnissen der einzelnen Folienmessungen
subtrahiert. Die letztlich bestimmte Gaswechselzahl Z gibt Aufschluss dariber, wie
lange es dauert, bis das gesamte Gasvolumen im Bioreaktor, welches tber der Flissig-

phase vorhanden ist, ein Mal komplett ausgetauscht wird.

4.1.4 Bestimmung der Wachstumskapazitat des entwickelten Einwegreaktors

Um zu Uberprifen, inwieweit die ausgewdhlten Materialien bzw. der entwickelte PBR
fur die Anzucht von Mikroalgen und Cyanobakterien geeignet sind/ist, wurden Wachs-
tumsversuche im geschlossenen System durchgefiihrt. Hierbei galt es, die maximal
kultivierbaren Zelldichten zu ermitteln, diese mit Erlenmeyerkolben als Referenzsys-
tem zu vergleichen und festzustellen, inwiefern Reaktionen verschiedener Organismen

im geschlossenen PBR mit jenen im Referenzsystem vergleichbar sind.



Material & Methoden - 69 -

In diesem Versuch wurde Chlorella vulgaris verwendet. Die Algen wurden in Dlinger-
medium (1 % v/v Max Bahr Universal Blumendiinger in voll-entsalztem Wasser) bei
einem hell/dunkel-Zyklus von 16/8 Stunden und einer mittleren Photonenstromdichte
von 138 + 13 umol m s kultiviert. Als Lichtquelle wurden Osram-Leuchtstoffréhren
des Typs Lumilux warm white verwendet. Die Kulturen wurden bei 24 + 1 °C und 75
Umdrehungen pro Minute auf einem Horizontalschittler (Modell SM25, Fa. Edmund
Bihler, Hechingen) angezogen. Als Referenzsystem dienten in diesem Versuch Erlen-
meyerkolben, welche analog zu den PBR mit einem Kulturvolumen von 50 ml befullt
wurden. Die Dichtebestimmung der Referenzkulturen erfolgte nach Entnahme von 1
ml Probenvolumen mittels Extinktionsmessungen bei 850 nm, wobei die entnomme-
nen Volumina den Kulturen nach erfolgter Dichtebestimmung wieder zugefiihrt wur-
den. Die Kulturen im PBR wurden mit verschiedenen Folien versiegelt und durchgangig
geschlossen kultiviert, so dass die Ermittlung der Zelldichten direkt im PBR mittels des
in Abschnit 5.2.1 beschriebenen Systems durchgefiihrt wurden.

Die tatsachlich im System mogliche Wachstumskapazitat wurde nachfolgend fiir die
verschiedenen Siegelfolien bestimmt, ebenso wie die maximalen Wachstumsraten und
Zeitpunkte statistisch signifikanter Divergenz des Wachstumsverhaltens von verschie-
denen Varianten zur Erlenmeyerkolben-Kontrolle. Um diese Werte zu ermitteln, wur-
den durch die gemessenen Rohdaten sigmoidale Kurvenverlaufe gefittet, anhand derer
die statistische Auswertung der Versuche stattfand.

Da Chlorella bei unbegrenzter Ressourcenverfiigbarkeit ein exponentielles Wachstum
zeigt, dieses Wachstum sich jedoch verringert, je starker individuelle Faktoren (in die-
sem Fall die CO,-Versorgung im System) limitierend wirken, wurde zur Wachstumsbe-
schreibung eine Differentialgleichung (2) zur Beschreibung logistischer Wachstumsvor-

gange der Form
Y(®=p- YR (K-Y(®) (2)

mit Y‘(t) als zeitlicher Veranderung der Zellzahl, u als Faktor, Y(t) als Zellzahl zum Zeit-
punkt t und K als Kapazitat des Systems gewahlt.

Diese Differenzialgleichung setzt sich aus drei Teilen zusammen:
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- ein Teil [Y(t)], der das Wachstum im Kulturverlauf in Abhangigkeit der bereits vorherr-
schenden Zelldichte beschreibt

- ein konstanter Wachstumsfaktor [p], der die geometrische Veranderung im Zuwachs
einzelner Zellen (und somit kombiniert deren Teilungs- und Absterberaten) beschreibt
- ein Teil [K-Y(t)], der die Abnahme des Zellzuwachses bei Anndaherung an die Kapazitat
des Systems beschreibt.

Eine Auflosung dieser Differentialgleichung nach Y(t), die sigmoide Funktion (3), an-

hand derer die Kurvenfits durchgefiihrt wurden, ist

K

— (3)
1+e ( (t”tW))

mit
Y(t): Algenpopulation zum Zeitpunkt t [Zellen - mI?]
Yo: Startpopulation [Zellen - ml]
Kapazitat des Systems [Zellen - mI?]
Wachstumsfaktor [Tag™]
t: Messzeitpunkt [Tag]

tw: Wendepunkt [Tag]

Das Fitting der Funktionen wurde mittels des in Gnuplot (gnuplot.info) implementier-
ten Levenberg-Marquard-Algorithmus durchgefiihrt, welcher zur iterativen Losung

nichtlinearer Probleme auf Basis der Methode der kleinsten (Fehler-) Quadrate basiert.

4.2 Kulturfiihrung und PHB Produktion

Als Versuchsobjekte dienten in allen Versuchen einzelne oder mehrere der in Tabelle

4.1 genannten Organismen.

Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Versuchsorganismen

SAG!-Stamm- In dieser Arbeit im Folgenden
Organismus nummer Anzuchtmedium verwendeter Kurzname
Chlorella vulgaris 211-11b Dingermedium Chlorella
Nostoc muscorum 1453-12b ES-Medium / Nostoc
BG11-Medium

1SAG: Sammlung fiir Algenkulturen der Universitit Géttingen
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Wenn im folgenden Teil lediglich der Kurzname eines Organismus genannt ist, so wur-
de stets der o.g. Organismus verwendet.

Generell wurde in allen durchgefihrten Versuchen ein 16/8 Stunden hell/dunkel-
Zyklus als Beleuchtungseinstellung verwendet. Die jeweiligen Temperaturen und
Lichtintensitaten, sowie die in den einzelnen Versuchen verwendeten Medienvarian-
ten sind in den detaillierten Versuchsbeschreibungen im Folgenden separat aufgefiihrt.
Die im Folgenden beschriebenen Parameter beziehen sich auf die verwendeten Kultu-
ren von Nostoc muscorum, welche im Zuge der Erstellung der PLS-Regressionsmodelle
verwendet wurden. Alle Stammkulturen wurden in Erlenmeyerkolben auf einem Rota-
tionsschuttler bei ca. 75 rpm unter einem 16/8-Stunden hell/dunkel-Zyklus angezogen.
Hierbei betrug die Temperatur im Versuchsraum 26 +2 °C, bei einer mittleren Lichtin-
tensitat von 90 umol - m™ - s, Als Lichtquelle dienten Leuchtstoffrohren des Typs Lu-
milux warm white sowie cool daylight (Firma Osram, Miinchen) im Verhaltnis 50:50. In
regelmaflligen Abstanden wurden die Kulturen umgesetzt um stets Versuchskulturen
ansetzen zu kénnen, welche sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden.
Die Kultivierung geschah in ES-Medium (Medienrezepte abrufbar unter:
https://www.uni-goettingen.de/de/list-of-media-and-recipes/186449.html), wobei je
nach Versuchsvariante gewisse Mangelvarianten hergestellt wurden bzw. BG11-
Medium fir Cyanobakterien in weiteren Varianten zum Einsatz kam. Die in den ver-
schiedenen Versuchsdurchldufen verwendeten Medien sowie die Zeitpunkte der Pro-
bennahme an denen jeweils auch die optischen Analysen an den Kulturen durchge-

fihrt wurden, sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 4.2: In den verschiedenen unabhangigen Versuchsdurchldufen genutzte Kulturbedingungen. Alle
Varianten wurden (in allen Versuchen) mindestens in fiinffacher Probenwiederholung angesetzt,
wodurch sich die angegebenen Anzahlen der Gesamtproben ergaben. Fiir die Medienvarianten ohne
Phosphat wurde K:HPO4 im Medium weggelassen, fur die Stickstoffmangelvarianten betraf dies KNOs

Probenanzahl
Versuchslauf ~ Medienvarianten Messzeitpunkte (gesamt)

1 - ES-Medium Jeweils nach 2, 4, 6, 100
- ES ohne Phosphat 8, 10 Tagen
- ES ohne Stickstoff
- ES mit Zugabe von je 2 % w/v
Glucose und Natriumacetat

2 - ES-Medium Nach 10 Tagen 85
- ES ohne Stickstoff
- ES mit Zugabe von je 2 % w/v
Glucose und Natriumacetat

3 - ES-Medium Nach 21 Tagen 73
- ES ohne Stickstoff
- ES ohne Stickstoff mit Zugabe von je
1 % w/v Glucose & Natriumacetat

4 - ES-Medium (,,ES“) Jeweils nach 7, 14, 70
- BG11-Medium (,,BG11“) 21, 28 Tagen
- BG11 ohne Stickstoff sowie Phosphat
mit Zugabe von je 1 % w/v Glucose &
Natriumacetat (,BGM*)

Durch die eingestellten Kulturbedingungen sollte in den spektroskopisch zu untersu-
chenden Proben eine gewisse Bandbreite an intrazellular vorhandenem PHB erzeugt
werden. Durch die Verwendung verschiedener Anzuchtmedien, welche sich in ihrer
Zusammensetzung unterschieden, wurden die in Tabelle 4.3 aufgeflihrten PHB-Gehalte
erzielt, wobei die per Referenzanalytik bestimmten PHB-Konzentrationen auf das Tro-
ckengewicht der Nostoc-Kulturen bezogen wurden. Fir die Erstellung der Regressi-
onsmodelle wurde mit absoluten PHB-Gehalten pro Reaktor gerechnet, indem die er-
zielten Nostoc-Trockenmassen bei Versuchsende mit den per Referenzanalytik be-
stimmten prozentualen PHB-Gehalten verrechnet wurden.

Durch die eingesetzten (Mangel-) Medien konnte die gewlinschte Spannbreite an PHB-
haltigen Proben erzeugt werden. Die minimalen PHB-Gehalte lagen in allen Versuchen
bei ca. 4 % des Trockengewichts und lieRen sich durch die simultane Applikation von

Stickstoffmangel und Glucose- & Natriumacetatzugabe auf knapp 22 % steigern.
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Auch die im Kulturverlauf erreichten Trockengewichte der Kulturen deckten einen wei-

ten Bereich von 16 bis 1500 mg - I'* ab.

Tabelle 4.3: Bandbreite der intrazelluldar vorhandenen PHB-Gehalte in den zur Regression spektral ver-
messenen Kulturen von Nostoc muscorum sowie der erreichten Trockengewichte im Kulturverlauf.

Relative PHB-Gehalte
der Kulturen (% der Erreichte Trocken-
Versuch  Medienvarianten Trockenmasse) gewichte (mg - I'})

1 - ES-Vollmedium
- ES ohne Phosphat
- ES ohne Stickstoff 4,91-15,34 36-576
- ES mit Zugabe von je 2 % w/v
Glucose und Natriumacetat

2 - ES-Vollmedium
- ES ohne Stickstoff
- ES mit Zugabe von je 2 % w/v
Glucose und Natriumacetat

4,12 - 15,15 86 - 1552

3 - ES-Vollmedium
- BG11-Medium
- BG11 ohne Stickstoff sowie Phosphat 3,7-21,94 38-186
mit Zugabe von je 1 % w/v Glucose &
Natriumacetat

4 - ES-Vollmedium
- ES ohne Stickstoff
- ES ohne Stickstoff mit Zugabe von je
1 % w/v Glucose und Natriumacetat

8,14 - 20,47 16-194

Um die im spateren Ergebnisteil aufgefiihrten Regressionsmodelle, sowie die ihnen
zugrunde liegenden Veranderungen innerhalb der Versuchskulturen mit einem visuel-
len Eindruck zu unterlegen, sind in Abbildung 4.4 Bilder von Nostoc-Kulturen darge-
stellt, welche im dritten Versuchslauf (dessen Ergebnisse beispielhaft in weiteren Tei-
len dieser Arbeit wieder auftauchen) nach einer Kulturdauer von 3 Wochen aufge-

nommen wurden.
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Abbildung 4.4: Bilder verschiedener Kulturen von N. muscorum. Gezeigt sind im oberen Bildteil Aufsich-
ten der verschlossenen Reaktoren, im unteren Bildteil seitliche Detailansichten der ReaktorgefdfRe. Die
Kulturen wurden in ES-Vollmedium, BG11-Volimedium sowie BG11-Mangelmedium (jeweils von links
nach rechts) fur eine Dauer von drei Wochen kultiviert.

Wie zu sehen, neigten die in ES-Medium angezogenen Kulturen vermehrt zur Aggrega-
tion, wahrend die in BG11-Medium kultivierten einen eher homogenen Eindruck
machten. Die im rechten Bildteil sichtbaren Mangel-Kulturen erschienen, ebenso wie
die ES-Vollmedium-Proben, relativ verklumpt und wiesen zudem eine starke Gelbfar-
bung auf.

Die erreichten PHB-Grundgehalte von durchschnittlich 7-8 % der Trockenmasse, wel-
che in ungestressten Kulturen gemessen wurden, decken sich hierbei mit den von
Bhati et al. (2010) publizierten Ergebnissen. Auch die Steigerung der intrazelluldren
PHB-Gehalte unter Stickstoff- bzw. Phosphatmangelbedingungen auf Werte bis weit
Uber 15 % des Trockengewichtes deckt sich mit den von Sharma & Mallick (2005a,
2005b) genannten Daten. AbschlieBend ist zu erwdhnen, dass die Zugabe von Glucose
und Natriumacetat als Kohlenstoffquelle, bei gleichzeitig herrschenden Phosphat- bzw.
Stickstoffmangelbedingungen zu der von Haase et al. (2012) beschriebenen Steigerung
der PHB-Gehalte fiihrte. Die teilweise mit geringen PHB-Gehalten einhergehenden
sehr hohen Biomassegehalte sind durch die erwdahnte Gabe von Kohlenstoffquellen bei
ansonsten optimalen Kulturbedingungen zu erklaren und decken sich mit den von
Sharma & Mallick (2005a) genannten relativ geringen prozentualen PHB-Gehalten in

exponentiell wachsenden Kulturen von Nostoc muscorum.
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4.3 PHB-Referenzanalytik

Alle spektrometrischen Bestimmungen der intrazelluldaren PHB-Gehalte wurden jeweils
gegen eine Referenzanalytik durchgefiihrt. Dies diente dazu, die chemometrisch be-
stimmten PHB-Gehalte den tatsachlich in den Kulturen existenten PHB-Mengen ge-
genliberstellen zu kénnen.

Als Referenzanalytik diente die von Haase et al. (2012) beschriebene Methode, wobei
die PHB-Extraktion nach De Gelder et al. (2008) mit dem photometrischen PHB-
Nachweis (nach Umwandlung desselben in Crotonsaure), durchgefiihrt nach Law und
Slepecky (1961), kombiniert wurde. Hierfir wurden die Kulturen zunachst bei 5000
rpm fiir 10 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das erhaltenen Pel-
let bei 80 °C fiir 48 Stunden getrocknet. Die getrockneten Pellets wurden nachfolgend
gewogen und manuell mittels Glasstaben bestmdglich gemdorsert. Anschliefend wur-
den 5 bis 10 mg Probenmaterial im Wasserbad bei 99 °C in 5 ml 96 prozentiger Schwe-
felsdure (Merck KGaA, Darmstadt) fur 60 Minuten aufgekocht. Dieser Schritt diente
neben dem Zellaufschluss der Umwandlung des PHB in Crotonsaure. Nach der Saure-
behandlung wurden alle Proben im Verhaltnis 1:50 mit reiner Schwefelsdure verdiinnt
und gegen Schwefelsdure als Blank bei 235 nm photometrisch vermessen. Die Berech-
nung der PHB-Gehalte aus den bei 235 nm gemessenen Extinktionswerten erfolgte
mittels Kalibrierkurven, welche aus reinem PHB (Merck KGaA, Darmstadt) erstellt wur-
den wobei die Kalibrierproben analog zu den cyanobakteriellen Pellets in Sdure aufge-
kocht und vermessen wurden.

Einzig problematisch waren in Vorversuchen aufgetretene Schwierigkeiten bei der
Homogenisierung des Probenmaterials, welche notig war um einen komplette Saure-
aufschluss der Zellpellets zu ermoglichen. Diese Problematik erwies sich jedoch durch
einen sauberen und reproduzierbaren Workflow als vermeidbar, weshalb an dieser

Stelle die Notwendigkeit einer stets gleichen Probenbehandlung betont werden soll.
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4.4 Optische In-situ-Analysen

Schwerpunkt dieser Arbeit sollte die vergleichende Erprobung bzw. Anwendung ver-
schiedenster optischer Methoden sein, mit deren Hilfe eine umfassende Charakterisie-
rung unterschiedlicher Kulturparameter realisiert werden sollte. Da im Zuge der durch-
geflihrten Versuche vielseitige Techniken eingesetzt wurden, werden im Folgenden
alle verwendeten und entworfenen Versuchssetups und -parameter beschrieben.

Um jedoch unnétige Dopplungen zu vermeiden, seien an dieser Stelle zunachst jene
Versuchsmaterialien und -methoden beschrieben, die fiir mehrere Spektroskopietech-
niken relevant waren:

Extinktionsmessungen

Dezidiert hervorzuheben sei an dieser Stelle, dass es sich bei vielen spektroskopischen
»Absorptionsmessungen” oftmals nicht wirklich um reine Absorptionen handelt. Inso-
fern die durch eine Probe gestreute Strahlung nicht explizit dem Detektor des Messsys-
tems zugeleitet wird, sind diese Streulichtverluste ein u.U. essentieller Bestandteil der
apparenten Absorption. Die somit aufgenommenen Messpektren sind somit oftmals
Extinktionsspektren, in denen Absorptions- und Streulichtverlusteffekte additiv wirken.
Es sei deshalb erwdhnt, dass auch die in dieser Arbeit gemessenen VIS-Spektren Extink-
tionsspektren sind. Dabei wurden die Extinktionen (E) nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz anhand des Quotienten von nach Probendurchtritt gemessener (/:) zu einfal-

lender Strahlung (/o) ermittelt. Der allgemeine Zusammenhang ist hierbei:

I
E=Ilg <i>

E=¢"k-D

beziehungsweise

wobei die Extinktion auch als Produkt von Schichtdicke der vermessenen Suspension
(D), der Konzentration des Zielstoffes (k) sowie des dekadischen Extinktionskoeffizien-
ten (g) gegeben ist. Letztgenannter kann dabei direkt aus Extinktionsspektren ermittelt

werden sofern die Werte aller anderen Formelglieder bekannt sind.
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Vergleich von Klivetten- und In-situ-Spektren

Aufgrund der duBerst unterschiedlichen Geometrie der geschlossenen Reaktoren im
Vergleich mit Kivetten galt es zu klaren, inwiefern im Reaktor aufgenommene Spek-
tren mit solchen, die in Kivetten gemessen wurden, direkt vergleichbar sind. Abbil-

dung 4.5 gibt zunichst einen groben Uberblick der unterschiedlichen Messaufbauten.

Detektor

T
2 o

Lichtquelle

Abbildung 4.5: Ubersicht der Probenpositionierung innerhalb des verwendeten Spektrometers bei
Durchfiihrung von Extinktionsmessungen in Klvetten (1), in einer Halterung fixierter Reaktorbehilter (2)
sowie bei Platzierung der ReaktorgefalRe direkt vor der Detektoréffnung (3). In Gelb ist die Richtung des
Strahlenganges skizziert.

Hierbei sind drei Probenpositionierungen gezeigt, die separat untersucht wurden.

- Es wurden Messungen in senkrecht stehenden Kivetten mit einer Schichtdicke von 1
cm gemacht,

- Messungen in Reaktoren bei einer Reaktorplatzierung (ca. auf halber Wegstrecke)
zwischen Lichtquelle und Detektor,

- sowie Messungen in Reaktoren bei einer Reaktorplatzierung direkt vor der Detekti-
onsintegrationssphare.

In allen drei Positionen und Behaltern wurden Extinktionsspektren der Verdiinnungen

einer Kultur von Chlorella vulgaris sowie von griiner Malertusche vermessen.
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Reproduzierbarkeit der In-situ-VIS-Spektroskopie

Um eine Aussage darliber treffen zu kénnen, wie verlasslich die Akquise von Spektral-
daten im geschlossenen System moglich ist, wurden vergleichende Untersuchungen
zur Streuung der Spektraldaten im Vergleich zu Kivettenmessungen als Referenzsys-
tem durchgefiihrt. Hierzu wurden von Chlorella Kulturen jeweils 5 Extinktionsspektren
nach jeweiliger Neueinbringung der Proben in das jeweilige Messsystem aufgenom-
men. Die Extinktionsvarianzen sollten hierbei eine Aussage Uber erzielbare Messgenau-
igkeiten liefern. Bei Messungen der geschlossenen Reaktoren wurden zudem vorsatzli-
che Positionierungsfehler vorgenommen, um die Auswirkung falscher Probenpositio-
nierungen zu erfassen. Diese Spektren sind in den jeweiligen Darstellungen explizit
benannt.

PHB-Referenzspektren fur verschiedene Wellenldangenbereiche

Um Referenzspektren von PHB zu erfassen, anhand derer stoffspezifische Extinktions-
muster erkannt werden sollten, wurde kristallines PHB in Wasser suspendiert. Die Sus-
pensionen wurden in verschiedenen Wellenlangenbereichen mittels der im Folgenden

beschriebenen Methoden vermessen.

4.4.1 NIR-Messungen optischer Dichten

Zur nicht-invasiven Bestimmung von Kulturdichten wurde ein System entworfen, wel-
ches im nah-infraroten Spektralbereich arbeitet. Hierbei wurde die Abschwachung ei-
ner Strahlungsquelle durch die Kultursuspension gemessen. Als Emittor diente eine
engbandige NIR-LED des Typs SFH 4550 (Osram Opto Semiconductors GmbH, Regens-
burg), welche ihr relatives Emissionsmaximum bei 850 nm besitzt.

Als Detektor wurde eine Photodiode des Typs SFH 203 (Fa. Osram) gewahlt, welche
ihre maximale Photoempfindlichkeit bei 850 nm besitzt.

Der bei Strahlungseinfall in der Photodiode entstehende Photostrom wurde mittels
eines Messwiderstandes in eine proportionale Spannung umgewandelt und nachfol-
gend aufgezeichnet. Um die Abschwachungssignale mit realen Zellzahlen korrelieren
zu konnen, wurden fiir jeden zu Gberwachenden Organismus eigene Kalibrierreihen
mittels Zellzahlbestimmungen in einer Thoma-neu-Zahlkammer (Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG, Lauda Konigshofen) als Referenzsystem erstellt. Hierdurch konnte

sodann aus den Spannungssignalen direkt die vorherrschende Zellzahl berechnet wer-
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den. Als Regressionsmodell wurde dabei eine Logarithmusfunktion gewahlt, um ,zu
geringe” Extinktionen bei hohen Zellzahlen, bedingt durch Beschattungseffekte der

einzelnen Zellen, einzubeziehen.

4.4.2 Chlorophyllfluoreszenz-Messungen

Alle Fluoreszenzmessungen wurden an einem Open FluorCam FC 800-0/1010-System
der Firma Photon System Instruments (Drasov, Tschechische Republik) durchgefiihrt.
Die Intensitat der Sattigungspulse wurde auf 1000 pmol - m? - s eingestellt und die
des aktinischen Lichts auf jene, welche auch in den Anzuchtversuchen als Beleuch-
tungsstarke gewahlt wurde. Alle Proben wurden vor den Messungen fiir 30 bis 40 Mi-
nuten dunkeladaptiert und die Messungen fanden direkt im geschlossenen Reaktorsys-
tem statt. AbschlieBend wurde aus den gemessenen Parametern Grundfluoreszenz (Fo)
und maximale Fluoreszenz (Fm) nach der Formel Qy max = (Fm - Fo) / Fm die maximale

Quanteneffizienz (Qy_max) berechnet.

4.4.3 VIS-Spektroskopie

Die Spektrenaufnahme im sichtbaren Spektralbereich erfolgte mit einem USB4000-
Spektrometer der Firma Ocean Optics GmbH (Ostfildern-Nellingen), welche mittels
Glasfasern mit einem Durchmesser von 400 um an eine Mikropack Halogenlampe
(Modell HL-2000-FHSA; Fa. Ocean Optics GmbH) angeschlossen wurde. Hierbei konn-
ten aufgrund der teilweise sehr hohen Absorptionen durch die zelluldren Pigmente
keine Schichtdicken gréRer als 2 cm verldsslich vermessen werden, wodurch lediglich
zwei Versuchssetups realisiert wurden:

1. Messungen in Quarzkiivetten (welche als Referenzaufbau dienten, in denen ei-
ne Beeinflussung der Regressionsergebnisse durch den Reaktor an sich ausge-
schlossen werden konnte) mit einer Schichtdicke von 1 cm

2. Messungen im geschlossenen Reaktor bei vertikalem Strahlengang (welche vor
allem ein Absinken der Zellen wahrend des Messvorgangs ausgleichen sollten,
da stets auch die abgesunkenen Zellen im Strahlengang verblieben) mit einer
Schichtdicke von 1,7 cm

Eine schematische Darstellung der Versuchsaufbauten ist in Abbildung 4.6 gegeben,

weitere Details sind im Ergebnisteil dieser Arbeit aufgefiihrt.
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Abbildung 4.6: Schematische Versuchsaufbauten der spektroskopischen Messungen im VIS-Bereich
mittels USB4000 Spektrometer. Oben: Messungen in Quarzkivetten; Unten: Messungen im Photobiore-
aktor. 1: Unpolarisierte Lichtquelle, 2: Lichtleiter, 3: optional installierter zirkularer Polarisationsfilter,
4: Spektrometer, 5: Quarzkivette mit Cyanobakteriensuspension, 6: Einweg-Photobioreaktor mit
Cyanobakteriensuspension

Die in dieser Darstellung gezeigten Polarisationsfilter wurden in diesem Versuchsteil
nicht genutzt, fanden jedoch Verwendung im polarisationsspektroskopischen Ver-
suchsteil. Alle VIS-Extinktionsspektren wurden mit einer Auflésung von 3 Messpunkten
pro Nanometer bei einer Integrationszeit von 0,1 Sekunden aufgenommen, wobei fir
jede Probe 10 Einzelspektren aufgenommen und gemittelt wurden. Vor der chemo-
metrischen Auswertung wurden alle VIS-Spektren {iber 5 Nanometer geglattet, um

hochfrequente Rauschanteile in den Spektren zu minimieren.

4.4.4 NIR-Spektroskopie
Alle Messungen im NIR-Bereich fanden in einem geschlossenen Lambda 900 Spektral-
photometer der Firma Perkin Elmer (Besweiler, Deutschland) statt. Als Versuchsorga-
nismen wurden Nostoc muscorum Kulturen in drei Versuchssetups vermessen:
1. Messungen in Glaskiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm (Referenz)
2. Messungen bei horizontalem Strahlengang vermessen mit um 90° gekippten
Reaktoren, wodurch die effektive Schichtdicke der Kultursuspension 3,8 cm be-

trug.
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3. Messungen direkt im PBR bei vertikalem Strahlengang des Messlichtes, wah-
rend die Reaktorbehilter horizontal ausgerichtet waren, so dass sich fir die
Flissigphase eine Dicke von 1,7 cm ergab

Die Versuchssetups sind in Abbildung 4.7 dargestellt.

©)

Abbildung 4.7 Schematische Versuchsaufbauten der spektroskopischen Messungen im NIR-Bereich mit-
tels Lambda 900 Spektrometer. Links oben: Messungen in Quarzkiivetten; Links unten: Messungen im
Photobioreaktor bei horizontalem Strahlengang; Rechts: Messungen im Photobioreaktor bei vertikalem
Strahlengang. 1: Gehause, 2: unpolarisierte Lichtquelle, 3: Detektor, 4: optional installierter zirkularer
Polarisationsfilter (siehe nachfolgendes Kapitel ,Polarisationsspektroskopie”), 5: Glaskivette mit
Cyanobakteriensuspension, 6: Einweg-Photobioreaktor mit Cyanobakteriensuspension mit einer
Schichtdicke von 3,8 cm, 7: Einweg-Photobioreaktor mit Cyanobakteriensuspension mit einer Schichtdi-
cke von 2 cm.

Um die ReaktorgefdRe auch im vertikalen Strahlengang vermessen zu kénnen wurde
ein System entworfen, mit dem es moglich war, das gesamte Spektrometer schnell und
reversibel auf die Seite zu kippen. Zudem wurde eine Becherhalterung integriert, wel-
che das Verbringen der Proben in den Strahlengang ermoglichte.

Die Spektren wurden mit einer Auflosung von 2 nm je Messschritt im single beam Mo-
dus aufgenommen fiir einen Bereich von 900 bis 1300 Nanometern, wobei die Integra-
tionszeit je Messpunkt bei 0,1 Sekunden lag.

Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass die Messstrahlung des verwendeten Spektrome-

ters stets linear polarisiert war, weshalb keine ,unpolarisierte” Messstrahlung per se
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nutzbar war. Da die Reaktormaterialien kaum dichroitisch waren, traf somit ohne wei-
tere Polarisationsmodulation linear polarisierte Strahlung auf die Proben. Durch die
Tatsache, dass die Organismen innerhalb der Kultursuspensionen jedoch chaotisch
ausgerichtet vorlagen und keine bevorzugte Polarisationsebene der Zelleigenschaften
gegeben war, kann die letztlich zur Analyse der Kultursuspension genutzte Anregungs-

strahlung im Folgenden als dquivalent zu unpolarisierter Strahlung angesehen werden.

4.4.5 VIS-Polarisationsspektroskopie

Da bedingt durch induzierten Nahrstoffmangel und Alterungsprozesse innerhalb der
Versuchskulturen Veranderungen im Pigmentapparat der Zellen zu erwarten waren,
wurden unter anderem Versuche im sichtbaren Spektralbereich (VIS) durchgefiihrt.

Als Lichtquelle wurde eine unpolarisiertes Licht aussendende Halogenlampe des Typs
Halogen HL-2000-FHSA (Firma Ocean Optics GmbH) verwendet, welche mittels der in

Tabelle 4.4 aufgefiihrten Polfilter zirkularisiert wurde.

Tabelle 4.4: Ubersicht der fiir den sichtbaren Spektralbereich verwendeten Polarisationsfilter

Polarisations- Wellenlangen- Transmis-

Filter verhalten Material  bereich (nm) sion (%) Hersteller

SCP 42HD-LH zirkular links- Plastik 400 - 700 45 Polfilter24
drehend

SCP 42HD-RH zirkular rechts- Plastik 400 - 700 45 Polfilter24
drehend

Als Detektor diente ein USB4000-Spektrometer der Firma Ocean Optics. Eine Skizze
des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 4.6 gegeben, wobei in diesem Versuchsteil die
eingezeichneten Polarisationsfilter verwendet wurden.

Alle VIS-Polarisationsspektren wurden mit einer Auflosung von 3 Messpunkten pro
Nanometer bei einer Integrationszeit von 0,1 Sekunden aufgenommen, wobei fir jede
Probe 10 Einzelspektren aufgenommen und gemittelt wurden. Vor der chemometri-
schen Auswertung fand keine Glattung der Spektraldaten statt, lediglich die im Ergeb-
nisteil beispielhaft gezeigten VIS-Spektren wurden vor der Darstellung Gber 3 Nanome-
ter geglattet, um hochfrequente Rauschanteile in den Spektren zu minimieren und

eine bessere visuelle Einordnung zu ermoglichen.
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Zur Berechnung der Circulardichroismen wurden in dieser Arbeit stets Differenzspek-
tren der linksdrehenden minus der rechtsdrehenden Extinktionswerte durch Subtrak-
tion der jeweiligen Extinktionsintensitaten gebildet.

Die oben genannten Filter wurden auch verwendet, um das Verhalten der Polymerma-
terialien unter Kreuzpolarisation zu ermitteln. Hierzu wurden gekreuzte Polarisations-
filter Gbereinandergelgt, so dass kein Licht transmittiert wurde. Nachfolgend wurden
die in dieser Arbeit verwendeten Polymermaterialien sowie weitere Referenzproben
(z.B. Glas) zwischen die Filter verbracht, Bildaufnahmen gemacht um anhand der auf-
tretenden interferenzbedingten Farbmuster Aussagen Uber das polarisationsmodulie-
rende Verhalten der Materialien zu erhalten. Hierbei sei erwdhnt, dass das AusmaR der
beobachteten Doppelbrechung wellenlangenabhangig ist und die in dieser Arbeit er-
mittelten Polarisationszustande lediglich eine grobe Naherung liber den gesamten

Spektralbereich darstellen.

4.4.6 NIR-Polarisationsspektroskopie

Im nah-infraroten Spektralbereich (NIR) waren vor allem signifikante spektrale Signatu-
ren bedingt durch Obertonschwingungen von CH-Bindungen (850 — 1000 nm sowie
1100 — 1300 nm) und OH-Bindungen (1000 — 1200 nm) zu erwarten (Abbate et al.,
2009). Aus diesem Grund wurde als Polarisationsmodulator eine achromatische A/4-
Verzogerungsplatte aus Quarz-Kristall (mit MgF;) der Firma Edmund Optics (Karlsruhe,
Deutschland) verwendet, welche aus linear polarisiertem Licht je nach Versuchssetup
zirkular rechts-, bzw. linksdrehend polarisiertes Licht erzeugt. Das wellenlangenabhan-

gige Verzogerungsverhalten ist in Abbildung 4.8 dargestellt.
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Abbildung 4.8: Wellenlangenabhangiges Verzogerungsverhalten der langsamen optischen Achse der
verwendeten A/4-Verzogerungsplatte nach Herstellerspezifikation (=), extrapoliertes Verzégerungsver-
halten nach eigenen Uberlegungen (---) und theoretisch optimale achromatische Verzégerung (-+).

Es sei darauf hingewiesen, dass die gezeigte Extrapolation lediglich ein vermutetes Verzégerungsverhal-
ten im Wellenldngenbereich von 900 bis 1200 darstellt, welches tatsachlich von der gezeichneten Ver-
laufskurve differieren kann! (Quelle: Eigene Darstellung, adaptiert nach https://www.edmund-
optics.de/optics/polarizers/waveplates-retarders/25.4mm-dia-1200-1650nm-lambda4-achromatic-
waveplate/#resources; Zugriff am 27.04.2017)

Aufgrund der Verwendung von zwei verschiedenen Kristallmaterialien besitzt diese
achromatische Verzogerungsplatte eine (in engen Grenzen) relativ konstante Phasen-
verschiebung unabhangig von der Wellenlange des verwendeten Lichts, so dass ein
breiter Messbereich genutzt werden kann. Da das Verzogerungsverhalten im Bereich
unterhalb von 1200 nm jedoch nicht exakt bekannt war und lediglich abgeschatzt wer-
den konnte sowie aufgrund der extrem hohen Absorption von Wasser oberhalb von
1400 nm, wurden lediglich Messungen im Bereich von 900 bis 1300 nm durchgefiihrt.
Die Messungen wurden in einem Lambda 900 Spektralphotometer der Firma Perkin
Elmer durchgefiihrt. Das werksseitig vertikal linear polarisierte Licht wurde mittels der
0.g. Verzogerungsplatte zirkularisiert. Die Messungen wurden mit einer Auflésung von
2 nm durchgefiihrt bei einer Integrationszeit von 0,1 Sekunden. Die verwendeten Ver-
suchsaufbauten sind schematisch in Abbildung 4.7 dargestellt, wobei die aufgefiihrten
Polfilter in diesem Versuchsteil Verwendung fanden.

Zur Berechnung der Circulardichroismen wurden in dieser Arbeit stets Differenzspek-
tren der linksdrehenden minus der rechtsdrehenden Extinktionswerte durch subtrakti-

on der jeweiligen Extinktionsintensitaten gebildet.

4.4.7 Raman-Spektroskopie
Mittels Raman-Spektroskopie kdnnen sehr spezifisch Substanzen anhand ihrer spektra-

len Signaturen detektiert und mit geeigneten Versuchssetups sogar quantifiziert wer-
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den. Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Versuchsansatze gewahlt, um

diese Art der Spektroskopie zu nutzen.

4.4.7.1 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie

Um Referenzspektren von reinem PHB aufzunehmen, wurden zunachst Versuche an
einem konfokalen Mikroskop durchgefiihrt, an welches ein Raman-Spektrometer ge-
koppelt war. Diese Versuche wurden im Institut fiir Biophysik der Leibniz Universitat
Hannover durchfihrt, wobei als Mikroskop ein CRM200 der Firma WITec GmbH (Ulm)
genutzt wurde, welches an ein Acton 308-SP-Spektrometer der Firma Princeton In-
struments (Acton, USA) gekoppelt war. Als Lichtquelle diente ein frequenzverdoppelter
Nd-YAG-Laser und die Laser-Anregungswellenldange betrug 532 nm, bei einer Strahlin-
tensitat von ca. 37 mW. Zur Fokussierung wurde ein 20x CFl Fluor Objektiv der Firma
Nikon GmbH (Disseldorf) bei einer Integrationszeit von 0,5 Sekunden verwendet. Als
Detektor diente eine DU401-BV CCD-Kamera der Firma Andor plc. (Belfast, UK), wel-

cher auf -70 °C heruntergekiihlt wurde.

4.4.7.2 VIS-Raman-Spektroskopie

Nach der Aufnahme von Referenzspektren von reinem PHB sowie verschiedener Al-
gen- und Cyanobakterienkulturen, sollten diese Messungen auf ganze Kulturen lber-
tragen werden. Hierflir wurde ein Versuchsaufbau am Zentrum fiir Optische Technolo-
gien der Leibniz Universitat Hannover genutzt. Als Lichtquelle wurde ein Nd-YAG-Laser
der Firma EKSPLA (Vilnius, Litauen), Modell NL303G verwendet, dessen Emissionswel-
lenlange von 1064 nm mittels eines optisch parametrischen Oszillators (Firma EKSPLA,
Modell PG122/UV) auf die jeweils gewlinschte Anregungswellenlange modifiziert wur-
de. Zur Fiihrung der Anregungs- sowie der Streustrahlung wurde eine Quarzglasfaser
mit einem Durchmesser von 800 um in Y-Konfiguration verwendet. An einem , Arm*“
wurde dabei die Anregungsstrahlung eingekoppelt und in den Messkopf gefiihrt, der
andere ,,Arm“ wurde verwendet, um das an der Probe gestreute Licht in den Detektor
zu leiten. Die spektroskopische Aufteilung des Streulichts erfolgte mit einem Sham-
rock-500i-Spektrograf (Andor Technology plc., Belfast, UK), als Detektor wurde eine
CCD-Kamera (Modell Newton 940) desselben Herstellers verwendet. Die Ansteuerung

des Spektrometers sowie des Detektors erfolgte mittels der Software ,Solis for

spectroscopy” (Fa. Andor Technology plc., Belfast), wohingegen die Software zur Laser-
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steuerung eine Eigenentwicklung des Hannoverschen Zentrums fiir optische Technolo-
gien war. Eine schematische Ubersicht des verwendeten Versuchssetups ist in Abbil-

dung 4.9 dargestellt.
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fur die Aufnahme von Raman-Spektren.
1: 1064-nm-Nd-YAG-Laser, 2: Optisch-parametrischer Oszillator, 3: Quarzglasfaser, 4: Photodiode zur
Intensitatskontrolle der emittierten Laserstrahlung, 5: Faserkopf zur Einkopplung der Anregungsenergie
in die Probe sowie zur Aufnahme der emittierten Raman-Strahlung, 6: Spektrograf, 7: CCD-Kamera

Da es sich bei der Anregungslichtquelle um einen gepulsten Laser handelte, dessen
einzelnen Emissionspulse sich in ihrer Intensitat unterscheiden kénnen, wurde zusatz-
lich eine Photodiode in den Messaufbau implementiert, mit deren Hilfe die Intensitat
der einzelnen Pulse erfasst werden konnte. Damit wurde sichergestellt, dass die je-
weils einzubringende Gesamt-Anregungsenergie fir alle Proben gleich war, indem die
Anzahl der emittierten Pulse je Probe automatisch angepasst wurde.

Die einzelnen Emissionspulse hatten eine Dauer von 4 Nanosekunden, alle Spektren
wurden mit einer eingekoppelten Gesamtenergie von 1 J aufgenommen. Der Mittel-
punkt der gemessenen Spektren wurde auf eine Verschiebung von 1300 Wellenzahlen
cm™ relativ zur Anregungswellenlange gelegtg, um eine bestmogliche Auflésung der
Spektren zu erzielen, welche bei anndahernd 10 Pixeln pro Nanometer lag.

Eine vor Beginn der Messungen durchgefiihrte Wellenzahlen-Kalibrierung anhand ei-
ner Probe aus reinem Ethanol (deren Raman-Peak-Lage bekannt war) diente dazu,
eventuelle Verschiebungen der gesamten gemessenen Spektren erkennen und korri-

gieren zu kénnen.

° Bei einer Anregungswellenlange von 488 nm (was einer Angabe in Wellenzahlen von ca. 20492 cm™t
entspricht2) entspricht die gewéhlte zentrale Detektionswellenzahlverschiebung relativ zum Anregungs-
laser von 1300 cm™" einer Absolutwellenldnge von 521 nm.
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Alle zu untersuchenden Nostoc-Proben sowie verschiedene PHB-Verdiinnungsreihen
wurden direkt im geschlossenen Photobioreaktor vermessen. Eine Detailansicht des
Faserkopfes, welcher dazu diente, das Anregungslicht in die Probe, sowie die Raman-

Strahlung zum Detektor zu leiten, ist in Abbildung 4.10 dargestellt.

i L

Abbildung 4.10: Fir die Raman-Spektroskopischen Messungen an ganzen Kulturen verwendetes Ver-
suchssetup. Links: Detailansicht des Faserkopfes, mittels welchem das Anregungslicht in die Kulturen,
sowie die Raman-Signale in den Detektor geleitet wurden. Rechts: Versuchsaufbau mit Nostoc-Probe
und (mittels Faser-Beleuchtung durch eine Taschenlampe) angedeutetem Strahlengang des Anregungs-
lasers.

Um zu bestimmen, bei welcher Anregungswellenlange die gemessenen Raman-
Spektren eine groRtmogliche Qualitat aufwiesen, wurde zunachst eine Referenzkultur
von Nostoc muscorum im Anregungsbereich von 440 bis 514 nm vermessen, da der
Versuchsaufbau bedingt durch die nétigen Anregungslaser-Sperrfilter auf diesen Be-
reich begrenzt war. Nach Auswertung der Versuchsergebnisse (siehe Abschnitt 5.2.8)
wurde fiir alle nachfolgenden Versuche eine Anregungswellenlange von 488 nm ge-
wahlt. Vor dem Abspeichern der Spektren wurde jeweils ein mit ausgeschaltetem An-
regungslaser aufgenommenes Dunkelspektrum subtrahiert um messsystembedingte
Storeinflisse zu eliminieren.

Die somit gemessenen Spektren wurden vor ihrer Verwendung in der Regression zur
Bestimmung der PHB-Gehalte verschiedenen Vorbehandlungen unterzogen:

1. Zuschneiden der Gesamtspektren auf verwertbare Messbereiche

2. Entfernen von Storsignalen aufgrund defekter Kamerapixel
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3. Grundlinienkorrektur zum Entfernen von Fluoreszenzsignalen
Zu 1: Als Spektralbereich wurde jener Bereich mit einer Verschiebung von 700 bis 1800
Wellenzahlen cm™ relativ zur Laserwellenlange genutzt.
Zu 2: Es wurden manuell defekte Pixel aus den Spektraldaten entfernt, welche sich
durch Intensitatswerte unterhalb der spektralen Grundlinie bemerkbar machten.
Zu 3: Die Grundlinienkorrektur erfolgte vergleichbar zu dem rolling-circle-Ansatz von
Mikhailyuk & Razzhivin (2003) nach dem von Koch et al. (2017a) vorgestellten Algo-
rithmus zur Grundlinienkorrektur mit Hilfe von eingedriickten, horizontalen Geraden.
Hierbei wurden die Spektren zunachst liber eine Breite von 6 Messpunkten geglattet
und nachfolgend mit einer Linienbreite von 180 Messpunkten in 5 Durchlaufen grund-
linienkorrigiert. Fiir eine genaue Beschreibung des Algorithmus sowie seiner Eigen-
schaften sei auf Koch et al. (2017a) verwiesen.
Die derart behandelten Daten wurden nachfolgend auf AusreiBBer kontrolliert (flir De-

tails siehe Abschnitt 4.5.2) und zur chemometrischen PHB-Bestimmung verwendet.

4.4.7.3 NIR-Raman-Spektroskopie

Um Fluoreszenzeffekte zu vermeiden und somit Spektren aufzunehmen, welche einen
geringeren Aufwand im Hinblick auf Vorverarbeitungsschritte bei der Datenauswer-
tung bedeuten, wurde als Methode die Aufnahme von Raman-Spektren nach Anregung
im NIR-Bereich getestet. Hierbei wurde ein Xantus-1-Spektrometer der Firma Rigaku
(The Woodlands, Texas) verwendet. Die Aufnahme der Spektren geschah bei einer
Anregungswellenlange von 1064 nm, mit einer Leistung von 490 mW. Als Anregungs-
dauer wurden verschiedene Varianten getestet, da die verwendeten Proben (PHB-
Reinsubstanz sowie verschiedene Cyanobakterien-Proben) unterschiedliche Anre-
gungsverhalten zeigten. Alle Spektren wurden fir einen Verschiebungsbereich relativ

zur Anregungswellenldnge von 200 bis 2150 cm™ aufgenommen?©,

4.5 Chemometrische Auswertung von Spektraldaten
In dieser Arbeit wurden alle gemessenen Spektren, ungeachtet dessen, welches Mess-
verfahren angewendet wurde, als ASCIl-Dateien oder Textdateien gespeichert bzw.

exportiert. Diese Dateien konnten somit fiir einfache Betrachtungen und Sortierschrit-

10 Beij einer Anregungswellenldnge von 1064 nm entspricht dies einem Spektralbereich von 1099 - 1380
nm.
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te in Excel (Microsoft Corporation, Redmond), fir die Erstellung von Diagrammen mit
der freien Software Gnuplot (gnuplot.info) sowie fliir chemometrische Auswertungen
mittels The Unscrambler X (Camo Software AS, Oslo) direkt verwendet bzw. einfach

importiert werden.

4.5.1 Vorbehandlung von Spektraldaten

Die Vorbehandlung von Spektraldaten dient vor allem dazu, unerwiinschte Informatio-
nen, bzw. Datenanteile welche keinerlei sinnvolle Informationen aulRer Rauschen o.4.
enthalten, aus gemessenen Spektren zu eliminieren (Rinnan et al., 2009) oder ge-
winschte Informationen zu prononcieren. Folgende Verfahren wurden in dieser Arbeit
verwendet:

1. Glattung von Spektraldaten

Da es widersprichliche Aussagen dariber gibt, inwiefern eine Glattung von Spektral-
daten vor Durchfiihrung von PLS-Regressionen die Regressionsergebnisse verbessert,
viele Autoren jedoch keinen Vorteil bzw. keine Verringerung der Modellfehler durch
Glattungen erreichen konnten, wurde auf Glattungsschritte komplett verzichtet.

2. Ausreillerentfernung

Alle Datensatze wurden vor ihrer Verwendung zur Erstellung von Regressionsmodellen
einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) unterzogen, um einen Uberblick iber den Da-
tensatz zu erhalten. Die Ergebnisse der PCA wurden dazu genutzt, um statistisch signi-
fikante AusreiRer!! in den Spektraldaten zu erkennen. Mittels Hotelling T2 Test der Va-
rianzverteilung wurden (anhand der Mahalanobis-Distanz der projizierten Spektren)
bei einem Konfidenzintervall von 95 % jene Spektren identifiziert, deren Varianz signi-
fikant von der Grundgesamtheit abwich. Die so identifizierten Spektren wurden nach-

folgend aus dem jeweiligen Datensatz entfernt.

3. Grundlinienkorrektur
In dieser Arbeit wurden eine simple Offset-Korrektur sowie eine lineare Grundlinien-
korrektur verwendet.

4. Normierung

11 Ein anschauliches Beispiel hierfiir war eine mit Bakterien kontaminierte Kultur von Cyanobakterien,
welche sich sowohl visuell als auch aufgrund des stark abweichenden Extinktionsspektrums in der
durchgefiihrten PCA der Spektraldaten eindeutig von den tbrigen Proben unterscheiden lieR.
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Als Normierungsverfahren fanden Mittelwert-, sowie Flachen- und Einheitsvektornor-
mierungen Anwendung.

5. Streulichtkorrektur

Als Verfahren zur Streulichtkorrektur wurden Detrending (mit Polynomen zweiter Ord-
nung) und eine Standard-Normal-Variate-Transformation verwendet. Multiplikative
Streulichtkorrekturen oder orthogonale Signalkorrekturen wurden nicht verwendet, da
sie stets ein Referenzspektrum erfordern, welches in den durchgefiihrten Versuchsrei-
hen nicht gegeben war.

6. Ableitungen

Es wurden Polynomfit-basierte Ableitungen ersten und zweiten Grades angewendet,
welche nach Savitzky-Golay-Algorithmen (Savitzky und Golay, 1964) berechnet wur-
den. Hierbei wurden symmetrische Fensterbreiten von 3 (bei Messungen im VIS-
Bereich??) bzw. 5 Nanometern (bei Messungen im NIR-Bereich) und Polynome dritten
Grades verwendet.

7. Modellzentrierung

Die Entscheidung fiir oder gegen eine Mittenzentrierung ist nicht unbedingt a priori
treffbar und oftmals abhangig vom zu untersuchenden Datensatz. Da beispielsweise
fir vorherzusagende Daten, welche linear konzentrationsabhdngig sind, eine Nutzung
zentrierter Modelle nicht empfohlen ist (Seasholtz & Kowalski, 1992), wurden in dieser

Arbeit alle PCA- und PLS-Modelle ohne Zentrierung berechnet.

4.5.2 Hauptkomponentenanalysen

Zur Visualisierung von Datenstrukturen bieten sich Hauptkomponentenanalysen (prin-
cipal component analysis; PCA) an, welche vor allem eine Kompression von Originalda-
ten auf wenige, reprasentative artifizielle Daten als Ziel haben.

Fiir eine detaillierte mathematische Betrachtung der Berechnung von PCA-Modellen
sei an dieser Stelle auf Wold et al. (1987) sowie auf Dunteman (1989) verwiesen. Fiir
eine praxisorientierte Aufarbeitung dieser Thematik, welche zudem auf das auch in
dieser Arbeit verwendete Programm The Unscrambler zugeschnitten ist, sei das Buch

von Kessler (2007) empfohlen.

2 pa die Auflésung des verwendeten Spektrometers bei ca. 3 Pixeln pro Nanometer lag, betrug die ef-
fektive Fensterbreite 15 Messpunkte.
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In dieser Arbeit wurden PCAs lediglich durchgefliihrt, um Ausreier innerhalb der
Spektraldaten der einzelnen Versuchsreihen zu identifizieren. Da lediglich die Varianz
der Spektralen Datensatze betrachtet wurde und zudem alle Spektren in die PCA-
Modelle einflieBen sollten, wurde die Modellerstellung anhand aller gemessenen Spek-
tren durchgefihrt und mittels kompletter Kreuzvalidierung verifiziert. Als Algorithmus
kam hierbei ein NIPALS-Algorithmus (Non-linear iterative partial least squares) zum
Einsatz, welcher vor allem bei geringen Anzahlen von berechneten Hauptkomponenten
(PCs) optimale Ergebnisse liefert. Da die optimalen Modellumfange (d.h. die Anzahl der
berechneten PCs) fiir die verschiedenen Spektroskopietechniken im Vorhinein unbe-
kannt waren, wurden alle Modelle mit 7 PCs ohne vorherige Mittenzentrierung der
Daten berechnet.

Anhand von Hotelling-T?-Statistiken bei einem Konfidenzintervall von 95 % wurden
aullerhalb liegende Proben aus dem Originaldatensatz entfernt (siehe auch oben Ab-

schnitt 4.5.1, Ausreillerentfernung).

4.5.3 Partial-Least-quares-Regressionen

Viele Stoffe weisen in unterschiedlichen Spektralbereichen keine scharfen, charakteris-
tischen Absorptionspeaks auf. Zudem kommt es oft zu Uberlagerungen der Signale von
verschiedenen Stoffen und vor allem in NIR-Spektren treten zudem zumeist schwache
Anderungen in Abhingigkeit zur Stoffkonzentration auf. Aus diesem Grund miissen
meist Methoden der multivariaten Datenauswertung wie PLS-Regressionen verwendet
werden, um Konzentrationsdanderungen einzelner Stoffe quantitativ auszuwerten
(Brereton, 2007, S. 254 ff.). Fiir theoretische Hintergriinde und Eigenschaften des ver-
wendeten NIPALS-Algorithmus, sowie zur PLS insgesamt, sei auf Geladi & Kowalski
(1986) sowie auf Wold et al. (2001) verwiesen. Eine praxisorientierte Aufarbeitung
dieser Thematik gibt Brereton (2007). Fir eine die zudem auf das in dieser Arbeit ver-
wendete Programm The Unscrambler (Camo Software AS, Oslo) zugeschnitten ist, sei
erneut das Buch von Kessler (2007) empfohlen.

In dieser Arbeit wurden alle PLS-Modelle anhand der um AusreiBer bereinigten Origi-
naldatensatze berechnet. Hierzu wurden alle Datensatze jeweils nach aufsteigender
intrazellularer PHB-Konzentration der Proben angeordnet und nachfolgend im Ver-

haltnis 60:40 in einen Kalibrier-, sowie einen Validierdatensatz aufgeteilt, so dass in
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beiden Datensatzen die gesamte Spannbreite spektraler Varianz sowie jener der PHB-
Konzentrationen enthalten war. Diese Aufteilung geschah manuell, wobei je Versuchs-
lauf aus jedem PHB-Konzentrationsbereich gezielt Proben den Kalibrier- und den Vali-
dierdatensatzen zugeteilt wurden. Nachdem auf diese Art und Weise ca. 2/3 der Pro-
ben systematisch aufgeteilt wurden, wurden die verblieben Proben je Datensatz will-
kirlich den Kalibrier- bzw. dem Validierdatensitzen zugeordnet?3.

Mittels NIPALS-Algorithmus wurden (analog zu den durchgefiihrten PCAs) jeweils 7
Faktorstufen berechnet, bei gleicher Gewichtung aller Wellenlangen der Spektralda-
ten. Die Wahl von 7 Faktoren ergab sich durch den Wunsch, verschiedene spektrale
Einflisse trennen zu kdénnen, ohne jedoch durch eine zu hohe Zahl an Komponenten
ein overfitting der Modelle zu riskieren. Die im Ergebnisteil dieser Arbeit angegebenen
Modellfehler der Kalibrierung sowie jene der Validierung beziehen sich jeweils auf jene
Modellumfange, deren Faktoranzahl sich nach der Validierung als optimal erwiesen
hatte!4.

Es wurde keine Mittenzentrierung der PLS-Modelle durchgefiihrt.

Zur Erdrterung des Einflusses einzelner Wellenlangenbereich auf die erstellten Modelle
wurden die Ladungsvektoren der einzelnen Faktorstufen visuell ausgewertet. Die Glite
der Modelle wurde zudem Uber den Zusammenhang von origindr gemessenen und
vorhergesagten PHB-Konzentrationen mittels R2-Werten, sowie iber die ermittelten

Kalibrations- und Vorhersagefehler bewertet.

13 Durch Verfahren wie das von Kennard & Stone (1969) bzw. dessen Weiterentwicklung von Galvio et
al. (2005) zur Probenaufteilung anhand euklidischer Distanzen waren eventuell geringere Vorhersage-
fehler erzielbar gewesen, dieser Effekt wurde aber als minimal eingeschatzt, da bereits durch das in
dieser Arbeit genutzte Verfahren ein breiter Varianzbereich in den Kalibrier- und Validierdatensatzen
abgedeckt wurde.

14 Es wurden stets 7 Faktoren berechnet und erst anhand der Validierdaten der optimale Modellumfang
bestimmt. Hierbei wurde jene Faktoranzahl als optimal betrachtet, ab der bei Hinzunahme weiterer
Faktorstufen der Vorhersagefehler wieder anwuchs. Die Modellstatistiken der Modelle mit den so iden-
tifizierten optimalen Faktoranzahlen wurden nachfolgend in diese Arbeit tUbernommen.
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5 Ergebnisse

Im Folgenden werden alle Ergebnisse, welche im Laufe der Versuchsdurchfiihrungen

erzielt wurden, aufgefiihrt.

5.1 Entwickelter Einwegreaktor
Ein Teilziel dieser Arbeit war es, ein geschlossenes Einweg-Reaktorsystem zu entwi-
ckeln, welches fiir Screeningversuche an marinen, photoautotrophen Mikroorganis-

men geeignet ist. Das entworfene System ist in Abbildung 5.1 dargestellt.

e L2 g : = i R
sl 7

Abbildung 5.1: Entwickelter Einweg-Photobioreaktor auf Basis von Polymermaterialien. Der Reaktorbe-
hélter wurde mit einer Kultur von Chlorella vulgaris (links) bzw. Nostoc muscorum (rechts) befullt und
verschweift.

Das gezeigte System zeichnet sich durch seine Bruchsicherheit, sein geringes Eigenge-
wicht sowie seine gilinstigen Anschaffungskosten aus. Es besteht aus Polymermateria-
lien, welche durch ihre Materialeigenschaften (Lichtdurchlassigkeit, Gasdurchlassig-
keit) geeignete Bedingungen fiir photoautotrophe Organismen bieten. Um dies zu
guantifizieren, wurden weitere Versuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse im Folgenden

dargestellt werden.

5.1.1 Spektrale Transmissionseigenschaften der Reaktormaterialien
Da Licht ein unerlasslicher Faktor fiir photoautotrophes Wachstum ist, sollte sicherge-

stellt werden, dass die verwendeten Materialien im sichtbaren Spektralbereich hoch-
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gradig strahlungsdurchldssig sind. Die bestimmten Transmissionsspektren der verwen-

deten Werkstoffe sind in Abbildung 5.2 gezeigt.
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Abbildung 5.2: Transmissionsspektren der verwendeten Einweg-Polymermaterialien.

Wie erkennbar, weisen alle Materialien oberhalb von ca. 320 nm eine sehr hohe Strah-
lungsdurchlassigkeit von ca. 90 % auf. Diese Durchldssigkeit erstreckt sich tGber einen
breiten Spektralbereich, der bis ca. 2200 nm reicht. Im Spektrum der Reaktorschale
sind dabei verringerte Durchladssigkeiten bei ca. 1200, 1400 und insbesondere bei 1700
nm erkennbar. Oberhalb von 2300 nm sinkt die Transmissivitat aller Materialien stark
ab, wobei dieser Effekt bei den Siegelfolien am geringsten ausgepragt ist.

Auffallig sind starke Wellenmuster in allen Folienspektren im Bereich von ca. 600 bis

900 Nanometern, sowie bei einigen Proben im Bereich von ca. 1200 bis 2200 nm.

5.1.2 Gaswechsel-Messungen

Um die verwendeten Verschlussmaterialien beziiglich ihrer Gasdurchlassigkeit charak-
terisieren und vergleichen zu kénnen, wurden Gaswechselmessungen mit CO; als Tra-
cergas durchgefiihrt. Die aus diesen Messungen berechneten Gaswechselzahlen fir

das Gasvolumen oberhalb der Flissigphase sind in Abbildung 5.3 aufgefiihrt:
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Abbildung 5.3: Ergebnisse der Gaswechselmessungen fiir verschiedene Verschlussfolien. Gezeigt sind die
im geschlossenen Reaktor erwartbaren Austauschraten der Gasphase oberhalb der Kultursuspension.
Alle Messungen wurden in dreifacher Wiederholung durchgefiihrt.

Wie ersichtlich, unterscheiden sich die Polymermaterialien teilweise erheblich hin-
sichtlich ihrer Permeabilitat fiir Gase, hier am Beispiel fiir CO, gezeigt. Neben einer
Gruppe aus relativ gasundurchladssigen Folien (MRX2145 und Flachfolie OPP/PEM
2/50), gibt es eine zweite Gruppe mit hoherer Permeationsfahigkeit (Vario-Seal HB 64
PP AF und Vario-Seal Mikroperforiert). Die vermessene Adhdasionsfolie zeigt die héchs-
te Durchlassigkeit flir CO,. Zu beachten sind die insgesamt geringen Abweichungen der
Messwiederholungen je Folientyp, wahrend die Messwerte der mikroperforierten Sie-

gelfolie relativ stark streuen.

5.1.3 Bestimmung der Wachstumskapazitat des entwickelten Einwegreaktors

Um eine Aussage darliber treffen zu kdnnen, inwiefern der entwickelte Einwegreaktor
fir die Anzucht von Mikroalgen geeignet ist, wurden neben den Versuchen zur Materi-
alcharakterisierung Wachstumsversuche durchgefiihrt.

So sollte in Langzeitversuchen mit einer Kulturdauer von mehreren Wochen, die ma-
ximal unterhaltbare Biomassenkonzentration ermittelt werden. Hierzu wurden Kultu-
ren von Chlorella vulgaris verwendet und verschiedene Systemparameter bestimmt.
Dabei wurden zundchst Messungen direkt im Reaktor, bzw. flr die Erlenmeyer-
Referenzkulturen Kivettenmessungen im Photometer durchgefihrt. In die ermittelten
Wachstumskurven wurden sigmoidale Funktionen gefittet (wie in Abschnitt 4.1.4 be-

schrieben), anhand derer die Wachstumskapazitat im Reaktor sowie der Zeitpunkt der
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maximalen Wachstumsrate bestimmt wurden. Ein Bild der Kulturen, aufgenommen am

Versuchsende nach 34 Tagen ist in Abbildung 5.4 gegeben:

Abbildung 5.4: Beispielhaft ausgewahlte C. vulgaris-Kulturen der verschiedenen Versuchsvarianten,
aufgenommen nach einer Kulturdauer von 34 Tagen. Links im Bild ist eine Referenzkultur im Erlenmey-
erkolben gezeigt, daneben Einwegreaktoren mit verschiedenen Verschlusstypen. Die Verschlusszuord-
nung ist (von links nach rechts): Flachfolie OPP, Vario-Seal HB, MRX-Folie, Adhasionsfolie, PP-Deckel.

Bereits bei Ansicht der Kulturen fallen die stark unterschiedlichen Farbungen und die
damit einhergehenden Unterschiede der im Kulturverlauf erzielten Zelldichten auf. Die
Ergebnisse der Kulturdichte-Messungen mitsamt der eingefitteten sigmoidalen Funkti-

onen sind in Abbildung 5.5 dargestellt:
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Abbildung 5.5: Ermittelte Wachstumskurven von C. vulgaris in Erlenmeyerkolben als Referenzsystem
sowie im geschlossenen Reaktor bei Nutzung verschiedener Verschlusstypen. Die durchgezogenen Li-
nien sind durch alle funf je Variante aufgenommenen Datenreihen kumulativ gefittete Sigmoidalfunkti-
onen, welche nach der in Abschnitt 4.1.4 aufgefiihrten Formel ermittelt wurden.
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Wie zu erkennen, gibt es starke Unterschiede im Wachstumsverhalten in den verschie-
den verschlossenen Reaktoren. Auffdllig ist, dass zu Beginn der Kulturperiode alle
Wachstumskurven einen dhnlichen Verlauf aufweisen. Bei Kulturdauern ab 8 Tagen
zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede im Wachstumsverhalten. Wahrend einige
Varianten bei sehr geringen (Vario-Seal HB und Flachfolie OPP) bzw. bei geringen Zell-
dichten (MRX-Folie) stagnieren, ermdglicht ein Verschluss mit PP-Deckeln bereits das
Erreichen von Zelldichten bis 500 Millionen Zellen pro Milliliter. Im Vergleich zum Refe-
renzsystem schneidet jedoch lediglich die verwendete Adhasionsfolie besser ab, mit
einer erreichbaren Kulturkapazitat im Reaktor von bis zu einer Milliarde Zellen pro Mil-
liliter. Zum statistischen Vergleich der geschlossenen Reaktorvarianten mit Erlenmey-
erkolben als Referenzsystem, wurden in multiplen Mittelwertvergleichen alle Ver-
schlussvarianten gegen die Referenz verrechnet. Die Ergebnisse dieser Auswertung

sind in Abbildung 5.6 dargestellt.
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Abbildung 5.6: Entwicklung der Zelldichten im geschlossenen Reaktorsystem bei Verwendung verschie-
dener Verschlussmaterialien im Vergleich mit Erlenmeyerkolben als Referenzsystem. Gezeigt sind Mit-
telwerte aus 5 Wachstumskurven (schwarze Punkte) sowie deren Varianzen (Fehlerbalken der Daten-
punkte). Zeitpunkte statistisch signifikanter Abweichungen der Zellzahlen in den geschlossenen Reakto-
ren im Vergleich zum Referenzsystem aus Erlenmeyerkolben sind als rote Datenpunkte hervorgehoben.
Die Signifikanz wurde aufgrund multipler Mittelwertvergleiche mittels Tukey-Tests bei einem Signifi-
kanzniveau von 5 % ermittelt.
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Wie erkennbar, gibt es signifikante Unterschiede in den mdglichen Kulturdichten bei
Verwendung unterschiedlicher Verschlussmaterialien. Wahrend ein Verschluss mit
Adhasionsfolie hohere Zellzahlen ermoglicht als sie in Erlenmeyerkolben realisierbar
sind, zeigt sich bei allen Ubrigen Varianten mit fortschreitender Kulturdauer ein ver-
mindertes Wachstum. Entscheidend ist jedoch, dass die sichtbaren Wachstumsnachtei-
le erst bei Kulturdauern ab 8-12 Tagen auftreten, kiirzere Kulturzyklen im geschlosse-
nen System (oder alternativ auch langere Kulturdauern bei niedrigeren Zelldichten)

jedoch ohne Wachstumsnachteile moglich sind.

5.1.4 Dauerkulturfiihrung im geschlossenen Einwegreaktor

Einzelne Kulturen, welche 18 bis 24 Monate im geschlossenen Reaktorsystem aufbe-
wahrt wurden, werden nach Offnung der Reaktorbehilter mit frischen Anzuchtmedien
versetzt und fir 12 Tage unter den unten genannten Kulturbedingungen erneut kulti-
viert. Es zeigt sich hierbei, dass trotz nicht vorhandener Nahrstoffzufuhr diverse Orga-
nismen Uberdauert haben und erneutes Wachstum zu beobachten ist. Abbildung 5.7
zeigt die Wachstumskurven von vier Suspensionen, welche im Verhaltnis 1:1 mit fri-

schem Medium vermengt und anschlieBend in Erlenmeyerkolben kultiviert wurden.
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Abbildung 5.7: Wachstumskurven unterschiedlicher Kultursuspensionen, welche nach mindestens 18
Monaten Aufbewahrung im geschlossenen Reaktorsystem mit frischem Anzuchtmedium vermengt und
anschlieBend bei 24 °C und 50 umol - m™ - s kultiviert wurden. Unten im Diagramm ist als farbiger Bal-
ken der Farbumschlag der Kultur von P. purpureum (rote Datenpunkte) angedeutet, so wie sie sich nach
Zugabe frischen Mediums in den gezeigten 12 Tagen entwickelte. Alle Extinktionsmessungen fanden bei
850 nm statt. An den Tagen 10 und 11 waren krankheitsbedingt keine Messungen moglich.
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Wie erkennbar, zeigt sich in allen Kulturen eine Wiederaufnahme des Wachstums nach
Zugabe frischen Anzuchtmediums und Uberfiihrung in geschiittelte Erlenmeyerkolben.
Am starksten ist der Biomassezuwachs in den zwei Kulturen von C. vulgaris, am
schwachsten in jener von N. muscorum. In der Kultur von P. purpureum tritt zudem ein
Farbumschlag der urspriinglich roten Kulturen (welche wahrend ihrer Lagerung unter
leichtem Salzstress standen, da sie im Rahmen eines anderen Experiments in NaCl-
angereichertem Medium aufbewahrt wurden) hin zu komplett wieder ergriinten Zellen
auf, was durch den farbigen Balken im Diagramm naherungsweise wiedergegeben ist.

Um das Wachstum mit jenem vitaler Kulturen vergleichen zu kénnen, wurden an allen
Versuchstagen auf den Anfangstag bezogene Teilungsraten der Chlorella-Kulturen be-
rechnet. Selbiges gilt flr einige Versuchsglieder des im vorigen Abschnitt beschriebe-
nen Versuchs fir die ersten 12 Anzuchttage. Die kombinierten Ergebnisse sind in Ab-

bildung 5.8 dargestellt.
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Abbildung 5.8: Jeweils auf den ersten Versuchstag (Tag 0) bezogene Teilungsraten von Kulturen aus der
Versuchsreihe zur Bestimmung der Wachstumskapazitdt im Reaktor sowie von Kulturen, welche nach
mehrmonatiger Lagerung erneut in frischem Anzuchtmedium kultiviert wurden. Die linken drei Werte
zeigen jeweils die Raten von ,gesunden” Kulturen, welche anhand vitaler Inokula angesetzt wurden. Die
rechten zwei Balken zeigen die Raten der gelagerten Kulturen. Die Werte der linken drei Balken basieren
auf 5 Messwiederholungen, die der rechten zwei auf einzelnen Messungen.

Es zeigt sich, dass in den ersten Versuchstagen die Teilungsraten stark zwischen den in

unterschiedlichen Anzuchtsystemen gewachsenen nicht-gelagerten Kulturen schwan-
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ken (je Versuchstag die linken drei Balken in der obigen Darstellung) und sich ab dem
vierten Versuchstag zunehmend angleichen. Nachfolgend zeigen lediglich die Kulturen
in Erlenmeyerkolben und jene in Reaktoren, die mit Adhasionsfolie verschlossen wur-
den, konstant hohe Wachstumsraten. Bei Verschluss mit Vario-Seal HB 64 PP AF Folie
verringern sich die Teilungsraten mit zunehmender Versuchsdauer.

Bei Betrachtung der wieder reanimierten Kulturen fallt auf, dass diese gerade in den
ersten Tagen stark unterschiedliche Teilungsraten zeigen, diese sich jedoch im Laufe
der Kulturdauer immer mehr angleichen. Letztlich streben auch diese Raten Werten
entgegen, welche mit jenen initial vitaler Kulturen im geschlossenen Reaktorsystem
Ubereinstimmen oder gar hoher liegen und nur leicht geringer sind als die in Erlen-

meyerkolben beobachteten.
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5.2 Optische In-situ-Analysen

Zur nicht-invasiven Analyse von Mikroalgen- und Cyanobakterienkulturen im entwi-
ckelten Einweg-PBR wurden diverse Messtechniken implementiert und erprobt. Diese
dienten dazu, umfassende Informationen Uber Kulturdichten und -zustdnde zu erlan-
gen. Die daraus resultierenden Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten nach

Analysetechniken aufgeschlisselt dargestellt.

5.2.1 NIR-Messungen optischer Dichten

Zur nicht-invasiven Erfassung und Aufzeichnung von Kulturdichteentwicklungen inner-
halb des geschlossenen Reaktors wurde ein System entworfen, welches auf der Grund-
lage von Extinktionsmessungen eine Bestimmung von Zelldichten erméglichte. Hierbei
wurde zunachst ein geschlossenes System konstruiert, welches in Abbildung 5.9 darge-

stellt ist.

i }
i

1

Abbildung 5.9: Links: Schematische Darstellung des Systems zur Messung von Kulturdichten im geschlos-
senen Reaktor. Als Lichtquelle diente eine NIR-LED, als Detektor eine NIR-sensitive Photodiode Rechts:
Geschlossenes Kulturdichte-Messsystem. A: Spannungsmesser zur Ermittlung der Kulturdichte-
abhangigen Intensitat der transmittierten Strahlung. B: Lichtdicht verschlieBbares Gehduse zum Schutz
vor Storlicht. C: Hohenverstellbare Strahlungsquellenhalterung. D: Reaktorbehélter mit Kultursuspensi-
on, welcher direkt Giber der Photodiode platziert ist.

Die variable Hohe der Lichtquelle erlaubt es, durch eine Verkirzung der Distanz zwi-

schen LED und Reaktorbehalter, hohere Einstrahlungsintensitaten zu realisieren. Hier-
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durch kann eine grofSe Spannbreite an Zelldichten vermessen werden, wobei Abbil-

dung 5.10 diese Spannbreite zeigt.
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Abbildung 5.10: Zelldichtebestimmungen von Chlorella vulgaris im geschlossenen Reaktor. Zu sehen sind
Spannungssignale, welche in der geschlossenen Messbox in Abhangigkeit von der Dichte verschiedener
Verdiinnungen einer Algensuspension aufgenommen wurden. Dem gegeniiber gestellt ist die offline in
Kivetten bestimmte optische Dichte der jeweiligen Verdiinnungsstufen. AuRerdem wurden aus den
Spannungswerten optische Dichten berechnet, welche einmal in urspriinglicher Form und zudem in
normierter Form auf eine Schichtdicke von 1 cm aufgefiihrt sind. Im eingefiigten Kleindiagramm wurde
auBerdem der lineare Messbereich aufgetragen. Die eingezeichneten Kurven wurden anhand der Da-
tenpunkte gefittet und dienen hier lediglich zur besseren Orientierung und Zuordenbarkeit der einzel-
nen Punkte zu ihrer jeweiligen Messreihe.

Wie erkennbar, gibt es einen Teilbereich bis ca. 200 Millionen Zellen pro Milliliter, in
dem ein linearer Zusammenhang zwischen Spannungssignal (sowie optischen Dichten)
und vorherrschenden Zelldichten besteht. Bei hoheren Dichten sind dagegen Abwei-
chungen von der Linearitdt zu beobachten. Die gemessenen strahlungsabhangigen
Spannungen sind hierbei nach einer gewissen ,Akklimatisierung” an die zu vermessen-
de Probe (ca. 2 Sekunden) quasi konstant und weisen lediglich sehr geringe, in der Pra-
xis vernachlassigbare Schwankungen auf. Zudem sind die Messdaten bei wiederholten

Messungen derselben Proben stabil und reproduzierbar. Dies zeigt sich auch an Vali-
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dierungsmessungen verschiedener Kulturen, wobei die nicht-invasiv gemessenen Zell-
dichten gut mit den offline bestimmten korrelieren.

Um des Weiteren Kulturdichtemessungen in parallel kultivierten Reaktorbehaltern zu
realisieren, wurde eine Zangenkonstruktion entworfen, in welcher analog zum obigen
System LEDs und Photodioden zur Zelldichtebestimmung genutzt wurden. Dieses Sys-
tem, welches in Abbildung 5.11 dargestellt ist, erlaubte die Aufnahme von Zelldichten

direkt im geschlossenen Reaktor wahrend der Kultivierung.

Abbildung 5.11: Links: Darstellung des Systems zur Messung von Kulturdichten im laufenden Reaktorbe-
trieb. LED und Photodiode wurden in einer Halterung aus Aluminium verbaut, um eine beriihrungslose
Messung von Reaktoren wahrend der Kultur auf einem Orbitalschittler zu ermdglichen. In dieser Versi-
on des Messsystems sind zudem im Zentrum der Messkopfober- bzw. -unterseite optische Fasern fir die
Implementierung von spektrometrischen Messungen integriert. Auf der Unterseite befindet sich das
Ende jener Faser, welche zur Strahlungsquelle reicht, auf der Oberseite ist das Ende der zum Spektrome-
ter leitenden Faser montiert. Rechts: Messzange im Betrieb. Die Halterung wurde auf computergesteu-
erte Fahrschienen montiert, welche eine Positionierung in X-Y-Richtung erméglichen.

Um das Messsystem auf geringere Kulturdichten zu optimieren, wurden unterschiedli-
che Widerstdande in der Messschaltung erprobt. Abbildung 5.12 zeigt neben einem Da-
tensatz flr Chlorella vulgaris einen fir Nostoc muscorum, wobei lediglich gering kon-

zentrierte Suspensionen vermessen wurden.
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Abbildung 5.12: Gegenliberstellung von per Zdhlkammer bestimmten Zelldichten mit im geschlossenen
Reaktor aufgenommenen Spannungsintensitdten. Links: Nostoc muscorum, rechts: Chlorella vulgaris.

Wie zu erkennen, ist eine Zelldichte von 0 Zellen ml? dquivalent zum Grundsignal des
Messsystems von 2,5 Volt. Im Bereich geringer Zelldichten gibt es einen linearen Zu-
sammenhang zwischen der Messspannung und den vorherrschenden Zelldichten, des-
sen Spannbreite kulturspezifisch ist. Im Bereich hoher Zelldichten erreicht das Mess-
signal eine Sattigung und stagniert bei ca. 0,4 Volt, so dass hohe Kulturdichten in Kon-
figurationen, welche auf geringe Zelldichten optimiert sind, nicht mehr verlasslich im

geschlossenen Reaktor bestimmt werden kdnnen.

5.2.2 Chlorophylifluoreszenz-Messungen

Als weiteres nicht-invasives Analyseverfahren wurden Chlorophyllfluoreszenzmessun-
gen durchgefiihrt. Um zu untersuchen, ob sich anhand gemessener Chlorophyllfluores-
zenzausbeuten intrazellulare PHB-Gehalte vorhersagen lassen, wurden 98 Einzelpro-
ben von N. muscorum vor Durchfihrung der Referenzanalytik in einem Chlorophyliflu-
oreszenz-Messgerat vermessen. Die Ergebnisse der Messungen, welche im geschlosse-
nen Reaktorsystem erfolgten, sind in Abbildung 5.13 dargestellt. Hierbei handelt es
sich um den Quotienten aus der Maximalfluoreszenz dunkeladaptierter Kulturen und
der variablen Fluoreszenz, welcher die Ausbeute definiert, mit welcher am Photosys-

tem Il absorbiertes Licht flir photochemische Reaktionen genutzt werden kann.
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Abbildung 5.13: Gegenliberstellung von PHB-Gehalten im ReaktorgefaR (gemessen per Referenzanalytik)
und bestimmter Chlorophylifluoreszenzausbeute von N. muscorum Kulturen der 1. Versuchsreihe. Die
Fluoreszenz wurde an Kulturen bestimmt, welche 30 Minuten dunkeladaptiert wurden.

Wie zu erkennen, weisen die Fluoreszenzwerte eine groRe Streuung auf und es gibt
keinen ersichtlichen Zusammenhang zwischen den gemessenen Fluoreszenzdaten und
den intrazellularen PHB-Gehalten. Aufgrund der stark streuenden Werte ist mit diesem
Datensatz keinerlei Regressionsmodell bezugnehmend auf intrazellulare PHB-Gehalte
erstellt worden.

Um zu Uberprifen, inwiefern Chlorophyllfluoreszenzmessungen, welche Uber einen
langeren Messzeitraum gewonnen werden und in denen neben der reinen Quanten-
ausbeute auch weitere Parameter gemessen wurden, eine Aussage Uber zellulare PHB-
Akkumulationen ermdoglichen, wurden weitere Messungen an einem anderen Proben-
satz durchgefiihrt. Diese Messungen dienten dazu, den Kautsky-Effekt aufzunehmen
und aus den gewonnenen Parametern tiefer greifende Erkenntnisse Uber die vorherr-
schenden Zellzustande zu erzielen. Jedoch konnte kein gemessener Parameter mit den
im Reaktor herrschenden PHB-Konzentrationen numerisch korreliert werden und auch

mit diesen Daten wurden keine Regressionsmodelle erstellt.

5.2.3 VIS-Spektroskopie
In diesem Kapitel werden unter Verwendung unpolarisierter VIS-Anregungsstrahlung

ermittelte Ergebnisse der Messungen dargestellt.
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5.2.3.1 Vergleich von Kiivetten- und In-situ-VIS-Spektren

Aufgrund der aduBerst unterschiedlichen Geometrie der geschlossenen Reaktoren im
Vergleich mit Kiivetten galt es zu klaren, inwiefern im Reaktor aufgenommene Spek-
tren mit solchen, die in Kiivetten gemessen wurden, direkt vergleichbar sind. Zum Ver-
gleich der resultierenden Extinktionsspektren sind in der folgenden Abbildung 5.14
Messungen von Tusche- sowie Chlorella-Suspensionen verschiedener Konzentrations-

stufen dargestellt.
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Abbildung 5.14: Vergleich von VIS-Extinktionsspektren einer Tusche- sowie einer Chlorella-Suspension
bei Vermessung in Kiivetten (oberer Bildteil), bei Messung in Reaktorbehalter die in der Spektrometer-
mitte fixiert wurden (mittlerer Bildteil) sowie bei Messung in Reaktorbehaltern die direkt vor dem De-
tektor positioniert wurden. Es wurde jeweils eine Stammsuspension (1:1) sowie zwei Verdiinnungsstu-
fen (1:2; 1:4) vermessen. Alle Tusche- sowie Chlorella-Spektren sind gegen Wasser respektive Medium
als Blindwert vermessen worden.
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Es zeigt sich, dass die Gesamtintensitdten der Spektren derselben Probe je nach
Messaufbau unterschiedlich sind. In den Kiivettenmessungen sind stets hohere Extink-
tionswerte zu beobachten als in den Reaktoren, wobei eine Platzierung direkt vor der
Detektoroffnung die geringsten Signalintensitdten zeigt. Die beobachteten Intensitats-
unterschiede zwischen den Versuchsaufbauten sind dabei umso starker ausgepragt, je
hoher die vermessene Suspension konzentriert ist. Zu beachten sind die relativ flachen
Tusche-Spektren, welche lediglich im Bereich von 400 nm eine Extinktionsbande zeigen
und ansonsten unspezifische Anstiege der Signalintensitat zum kurzwelligen Spektral-
bereich zeigen. Die Chlorella-Suspensionen zeigen neben der unspezifischen Steigung

zum Kurzwelligen zudem Signale bei 680 sowie im Bereich von 350 bis 500 nm.

5.2.3.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-VIS-Spektroskopie

Die folgenden Abbildungen zeigen wiederholte Messungen an denselben Proben,
durchgefihrt sowohl in Quarzkiivetten als auch im Reaktor. Abbildung 5.15 zeigt zu-
nachst Messungen in Quarzkilvetten, welche als Referenz bezlglich der erreichbaren

Reproduzierbarkeit anzusehen sind.
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Abbildung 5.15: Reproduzierbarkeit von VIS-Extinktionsmessungen an einer Kultur von Chlorella vulgaris
in Quarzkivetten. Gezeigt sind 5 Einzelmessungen derselben Probe nach jeweiliger erneuter Positionie-
rung in der Kiivettenhalterung. Im linken unteren Bildteil ist die erfasste Spannbreite der wellenldangen-
abhangigen Extinktionsdifferenzen zwischen den einzelnen Messungen eingezeichnet.

Dieselben Messungen sind analog im geschlossenen Reaktorsystem durchgefiihrt wor-

den, was in der folgenden Abbildung 5.16 dargestellt ist.
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Abbildung 5.16: Reproduzierbarkeit von VIS-Extinktionsmessungen an einer Kultur von Chlorella vulgaris
im geschlossenen Reaktorsystem. Gezeigt sind 6 Einzelmessungen derselben Probe nach jeweiliger er-
neuter Positionierung in der Spektrometermitte bei einer Schichtdicke der Suspension von 1 cm. Im
linken unteren Bildteil ist die erfasste Spannbreite der wellenlangenabhangigen Extinktionsdifferenzen
zwischen 5 korrekt durchgefiihrten Einzelmessungen eingezeichnet. Das sechste Spektrum ist nicht
inkludiert da es explizit erzeugt worden ist um den Einfluss einer inkorrekten Probenjustierung auf die
Messergebnisse zu demonstrieren.

Wie erkennbar, liegt die Abweichung einzelner Messungen bei der Verwendung von
Quarzkivetten Uber den gesamten VIS-Bereich relativ konstant bei einer GréRenord-
nung von 0,015 Extinktionseinheiten. Demgegeniber ist bei denselben Messungen im
Reaktor zum einen eine hohere Abweichung von bis zu 0,04 Extinktionseinheiten zu
beobachten, zum anderen variiert die Starke dieser Differenz lber den betrachteten
Wellenlangenbereich. So ist sie starker im Bereich von 420 bis 520, sowie um 680 nm
als im Bereich von 520 bis 680 nm. Auch ist anhand des eingezeichneten AusreilSer-
spektrums15 ersichtlich, dass bei inkorrekter Probenjustierung sehr starke Abweichun-
gen zwischen Messwiederholungen moglich sind, wobei dies vor allem die Gesamtin-

tensitat der Spektren betrifft und weniger die Form einzelner Spektren verzerrt wird.

5.2.3.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten VIS-Bereich
Um das Extinktionsverhalten reiner PHB-Suspensionen zu untersuchen, sind verschie-

dene Konzentrationen an teilkristallinem PHB in entionisiertem Wasser suspendiert

'® Dieses Spektrum wurde gezielt durch eine leicht schiefe Fixierung des Reaktorbehalters im Spektro-
meter erzeugt, so dass das Messlicht nicht senkrecht, sondern leicht schrag auf die Reaktoroberflache
traf.
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und im Bereich von 400 bis 800 nm vermessen worden. Die gemessenen Spektren fir

den VIS-Bereich bei Verwendung unpolarisierter Messstrahlung sind in Abbildung 5.17

dargestellt.
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Abbildung 5.17: VIS-Extinktionsspektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,O. Die Mes-
sungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung der nicht modifizierten Standardlicht-
quelle.

Wie zu erkennen, zeigen sich fir den sichtbaren Spektralbereich keinerlei charakteris-
tische Extinktionsmuster fiir die untersuchten PHB-Suspensionen. Jedoch sind konzent-
rationsabhangige Absolutintensitdten in den Spektren der einzelnen Verdliinnungsstu-
fen ersichtlich, wobei in allen Spektren die Intensitdaten vom kurzwelligen hin zum
langwelligen Spektralbereich fast linear abnehmen. Auffallig sind zudem stark hervor-
tretende Wellenmuster innerhalb der Spektren mit einer Amplitude von bis zu 0,01
Extinktionseinheiten, welche lGber den Bereich von 550 bis 800 Nanometern in ihrer

Breite zunehmen.

5.2.3.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Um einen Uberblick tber die im Kulturverlauf auftretenden Verdnderungen in den
Spektraldaten zu geben, auf denen letztlich die Regressionsmodelle beruhen, werden
im Folgenden zundchst stets Rohspektren gezeigt, wie sie im jeweiligen Versuchssetup
gemessen worden sind. Nachfolgend werden die mit ihnen erstellten Regressionsmo-

delle detaillierter betrachtet und mégliche physiologische Grundlagen der Modelle
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herausgearbeitet. Die Ergebnisse der mittels Vorbehandlungen optimierten Modelle
werden (falls Verbesserungen erzielt werden konnten) eingehender betrachtet und
suboptimale Modelle lediglich auszugsweise prasentiert.

Die im sichtbaren Spektralbereich gemessenen Rohspektren sind anhand von drei Bei-
spielen in der folgenden Abbildung 5.18 dargestellt. Die gezeigten Spektren decken
einen breiten Bereich an prozentual (bezogen auf die Probentrockenmasse) intrazellu-
lar vorhandenem PHB ab, weshalb im weiteren Ergebnisteil dieser Arbeit stets eine
beispielhafte Darstellung der Messspektren anhand dieser oder vergleichbarer Proben

erfolgt.
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Abbildung 5.18: VIS-Extinktionsspektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach
einer Kulturdauer von 3 Wochen. Die Messungen erfolgten im geschlossenen Reaktor bei vertikalem
Messaufbau unter Verwendung einer unpolarisierten Lichtquelle. Die gezeigten Spektren stammen von
Proben mit einem PHB-Anteil von 10,19 (ES-Vollmedium), 4,35 (BG11-Vollmedium) sowie 15,13 (BG11-
Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Probentrockenmasse.

In der obigen Abbildung zeigt sich in den Spektren jener Proben, welche ohne Mangel-
bedingungen kultiviert worden sind, eine Extinktionsbande im Bereich von ca. 435 nm,
Extinktionsbanden bei ca. 500 und 620 nm, sowie eine weitere Extinktionsbande bei
ca. 680 nm. Das Spektrum der Mangelprobe weist einen starkeren Anstieg im kurzwel-
ligen Spektralbereich auf und die genannten Extinktionsbanden sind zudem weniger
stark ausgepragt. Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass die nicht aufgefiihrten Spektren
je nach gebildeter Biomasse und den intrazellular vorhandenen PHB-Gehalten sowohl

in ihrer Form als auch in ihrer Intensitdt von den gezeigten Beispielen abwichen, die
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aufgefihrten Spektren jedoch fiir die im Diskussionsteil betrachteten Veranderungen
und deren Grundlagen als ausreichend heterogen erachtet werden.

Mit den aufgenommen Spektraldaten sind nachfolgend PLS-Regressionsmodelle er-
stellt worden, was sowohl anhand der Rohdaten, als auch nach Anwendung verschie-
dener, im Material-und-Methoden-Teil dieser Arbeit aufgefiihrter, Vorbehandlungen
geschah.Die Ergebnisse der Regressionen des 4. Versuchsdurchlaufs sind in den fol-
genden Abbildungen dargestellt und sollen in dieser ausfihrlichen Form einmalig dar-
gestellt werden, wahrend weitere Versuchslaufe (welche im Material-und-Methoden-
Teil aufgefiihrt sind) numerisch im FlieRtext abgehandelt werden.

Die folgende Abbildung 5.19 zeigt das Ergebnis der anhand der Rohspektren durchge-

fliihrten PLS-Regression des 4. Versuchsdurchlaufs.

N
N
:

Slope Offset RMSE R-Square
| 0.7556977 2,1947834 3,3594618 0,9161423
0,6244713 2,9799273 3,7512226 0,8479237

N
=3

) @
L L

N
L

@ o
L L

PHB-Gehalt nach Onlinemessung (mg ™)
@ 0

N A A A A A A R A R R N
PHB-Gehalt nach Referenzanalytik (mg 1)

Abbildung 5.19: Ubersicht der PLS-Regressionsergebnisse des 4. Versuchsdurchlaufs bei Verwendung
der gemessenen VIS-Rohspektren als Vorhersagewerte. Gezeigt ist die Gegeniiberstellung der per Refe-
renzanalytik ermittelten PHB-Gehalte (Abszisse) mit den Vorhersagewerten des Regressionsmodells
(Ordinate). Die PLS wurde mit 7 Faktoren ohne Zentrierung berechnet. Der Kalibrierdatensatz umfasst
40 Proben (blau), der Validierdatensatz 20 Proben (rot). In schwarz eingezeichnet ist die Winkelhalbie-
rende, in blau die Regressionsfunktion der Kalibrierdaten, in rot jene der Validierdaten. Die Proben wur-
den in ES-Vollmedium (,,ES“), BG11-Vollmedium (,,BG11“) und BG11-Mangelmedium (,,BGM*) kultiviert.

Das erstellte PLS-Modell umfasst einen Datensatz von insgesamt 60 Proben, welche
einen PHB-Gehalt von 1,37 bis 24,02 mg - It abdecken. Wie in der Statistikbox erkenn-
bar, liegt der mittlere Modellfehler der Kalibrierung bei ca. 3,3 mg - I'* und jener der

Validierung etwas hoher bei ca. 3,75 mg-l'l. Bei einer Spannbreite der PHB-
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Konzentration von ca. 23 mg - I im betrachteten Versuch liegt der mittlere Vorher-
sagefehler somit in einer GroRenordnung von 16 % der Grundgesamtheit.

Fir die Kalibrierung ist ein Bestimmtheitsmall von 0,92 gegeben, wahrend in der Vali-
dierung lediglich ein Wert von 0,85 erreicht wird. Wie erkennbar, ist die Vorhersage im
Bereich geringer PHB-Konzentrationen teilweise relativ ungenau, wobei im gesamten
Modell geringe PHB-Gehalte prinzipiell tiberschdatzt und hohe Gehalte unterschatzt
werden. Fir die PHB-Vorhersage anhand der Rohdaten erwies sich ein Modellumfang
von 5 berechneten Hauptkomponenten als optimal.

Um herauszufinden, welche Wellenlangenbereich fir die Vorhersage der PHB-Gehalte
wichtig sind, und um mogliche physiologische Erklarungen geben zu kénnen, werden
im Folgenden die Gewichtungen der Spektraldaten im Regressionsmodell genauer be-
trachtet. Eine Ubersicht der Wellenldngeneinfliisse auf das Regressionsergebnis ist in

der folgenden Abbildung 5.20 dargestellt.
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Abbildung 5.20: Relativer Einfluss der VIS-Spektraldaten auf das Vorhersagemodell. Gezeigt sind die

Faktorstufen 1 - 7 (1 & 2 in der ersten Zeile, 3 & 4 in der zweiten, usw.), wobei groRere Werte einen

groBeren Einfluss bedeuten.
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Es zeigt sich, dass der Ladungsvektor der 1. Faktorstufe einen relativ linearen Anstieg
zum kurzwelligen Spektralbereich aufweist, wahrend Faktor 2 gegenlaufig erscheint.
Im 3. Faktor ist ein verstarkter Einfluss im Bereich von 500 - 600 nm ersichtlich, sowie
um 620 sowie 680 nm. Faktor 4 sticht durch enge Einflussbereiche, vor allem im Be-
reich von 680 nm hervor. Die Faktoren 5, 7 und besonders 6 sind durch relativ unspezi-

fisch um den Nullwert schwankende Relevanzen gekennzeichnet.

5.2.3.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im unpolarisierten VIS-Bereich

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt die spektralen Varianzen, ein beispielhaft
ausgewahlter Regressionsdurchlauf sowie der Regression zugrunde liegenden Spekt-
ralbereiche dargestellt wurden, soll im Folgenden ein umfassender Uberblick (iber
mehrere Versuchswiederholungen gegeben werden. Hierfiir sind in Tabelle 5.5 die
gesammelten Regressionsergebnisse aller drei im sichtbaren Spektralbereich mit unpo-

larisierter Messstrahlung durchgefiihrten Versuche aufgefihrt.

Tabelle 5.5: Vergleich der fir den unpolarisierten VIS-Spektralbereich erstellten Regressionsmodelle

Versuchs-  PHB-Gehalte® RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP¢ R2?Kalib- R2?Vali- Modell-

reihe (mg- 1Y) (mg- 1Y) (%) (mg- 1Y) (%) rierung  dierung faktoren

1(Kivette) 3,375 - 3,1006 10,94  3,4792 12,27 0,945 0,923 5
31,719

2 (Reaktor, 7,804 -

horizontal) 87,379 5,8068 7,30 11,8739 14,92 0,959 0,826 7

4 (Reaktor, 0,678 - 3,3595 14,38 3,7512 16,06 0,916 0,848 5

vertikal) 24,042

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/40, 48/32, 40/20 (jeweils fur Versuchsreihe 1, 2, 4)

@ Aufgefiihrt sind minimale und maximale PHB-Gehalte der Probengesamtheit jeder Versuchsreihe

b Die aufgefiihrten absoluten Kalibrier- (RMSECs) und Validierfehler (RMSEPs) sind jene der Rohdaten-
basierten Modelle

¢ Die prozentualen Werte sind berechnet anhand der absoluten RMSECs und RMSEPs bezogen auf die
absoluten PHB-Gehaltsspannen

Aufgrund der verschiedenen Anzuchtbedingungen ergeben sich unterschiedliche
Spannbreiten der innerhalb eines Versuchs erreichten PHB-Konzentrationen in den
Reaktoren. Auch die absoluten Modellfehler der Kalibrierung sowie der Validierung
unterscheiden sich, wahrend die auf die PHB-Konzentrationsspannbreiten bezogenen

prozentualen Fehler, mit Ausnahme der Kalibration der 2. Versuchsreihe, in derselben
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GroRenordnung liegen. In allen Modellen sind die Fehler in der Kalibrierung zudem
geringer als in der Validierung wohingegen die BestimmtheitsmaBe hoher liegen. Als
optimal zeigt sich ein Modellumfang von 5 bis 7 Faktoren. Bei Aufnahme der Spektren
in Klivetten ist der Modellfehler zudem am kleinsten, wohingegen die im Reaktor
durchgefiihrten Messungen bei horizontalem Versuchssetup (vgl. Abbildung 4.7) zu
hohen Modellfehlern fiihren. Bei vertikalem Versuchssetup gleicht der Vorhersagefeh-
ler jenem der Referenzmessung.

Fir eine eventuelle Verbesserung der anhand der Rohdaten erstellten Modelle, wur-
den die Spektraldaten zudem diversen Vorbehandlungen unterzogen. Die Ergebnisse
dieser Modelle sind in Abbildung 5.21 dargestellt, wobei die jeweils erzielten Vorher-
sagefehler, BestimmtheitsmaRe und Faktorenanzahlen in Bezug zu jenen Ergebnissen

gesetzt worden sind, welche anhand der Rohspektren erzielt worden sind.

N Kalibrierung Reihe 1 (Kiivette, Referenz) Kalibrierung Reihe 2 (Reaktor, horizontal) I Kalibrierung Reihe 4 (Reaktor, vertikal)
Validierung Reihe 1 (Kiivette, Referenz) Validierung Reihe 2 (Reaktor, horizontal) Validierung Reihe 4 (Reaktor, vertikal)
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Abbildung 5.21: Ubersicht aller fiir den unpolarisierten VIS-Bereich erstellten Regressionsmodelle bei
Anwendung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt sind jeweils die Ergeb-
nisse der Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen (fir die erreichten Modellparameter
siehe vorherige Tabelle 5.5) sowie die (prozentualen oder absoluten) Differenzen der Modellparameter
bei Nutzung der vorbehandelten Spektraldaten™.

16 Zur vereinfachten Interpretation der Grafik seien folgende Anmerkungen gegeben:

R%: Das BestimmtheitsmaR sollte moglichst hoch sein, deshalb gilt R? P 2 gut; R? |, 2 schlecht

ARMSE: Die Differenz der Modellfehler (RMSE) im Vergleich zu jenen, die anhand der spektralen Rohda-
ten berechnet wurde, sollte moglichst grof sein und ein negatives Vorzeichen haben, da dies einer Ver-
ringerung der Fehler entspricht, deshalb gilt ARMSE < 0 & gut, ARMSE > 0 £ schlecht

Faktoranzahl: Fir moglichst schlanke und stabile Modelle ist eine moglichst geringe Faktoranzahl wiin-
schenswert, deshalb gilt Anzahl |, £ gut, Anzahl P £ schlecht
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Positive prozentuale Angaben bedeuten hierbei eine Verschlechterung der Regressi-
onsergebnisse, negative Werte einen verringerten Vorhersagefehler und somit eine
erhohte Modellgiite. Gleiches gilt flir die absolut aufgetragenen Differenzen des Mo-
dellumfangs, wobei negative Werte flir im Umfang reduzierte Modelle stehen, wah-
rend fur die Bestimmtheitsmalle grolRere Werte eine bessere Modellgiite darstellen.

Es zeigt sich, dass die BestimmtheitsmaRe bei der Verwendung von vorbehandelten
Daten in allen Versuchsreihen abnehmen, dies sowohl bei der Kalibrierung als auch bei
der Validierung. Ahnlich konsistent zeigen sich die optimalen Modellumfinge, welche
sich durch die Nutzung von Vorbehandlungen in beinahe allen Fillen verringern. Au-
Rerst inhomogen sieht dagegen das Verhalten der Modellfehler aus. So kommt es in
kaum einem Fall zu einer konsistenten Verdanderung, einzig einzelne Versuchsreihen
zeigen verbesserte Ergebnisse (z.B. Reihe 1 & 2 bei Flachennormierung der Spektralda-
ten), wobei sich gleichzeitig das Verhalten von Kalibrier- und Validierfehler stark unter-
scheidet. Zudem zeigt sich, dass sich die einzelnen Versuchsreihen bei Anwendung
einer gleichen Vorbehandlungsmethode unterschiedlich verhalten, sowohl quantitativ

als auch qualitativ.
5.2.4 NIR-Spektroskopie

5.2.4.1 Vergleich von Kiivetten- und In-situ-NIR-Spektren
Bei Betrachtung des nah-infraroten Spektralbereiches zeigt sich ein identisches Verhal-

ten zum VIS-Bereich, was in der folgenden Abbildung 5.22 dargestellt ist.
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Abbildung 5.22: Vergleich von NIR-Extinktionsspektren einer Tusche- sowie einer Chlorella-Suspension
bei Vermessung in Kiivetten (oberer Bildteil), bei Messung in Reaktorbehélter die in der Spektrometer-
mitte fixiert wurden (mittlerer Bildteil) sowie bei Messung in Reaktorbehéltern die direkt vor dem De-
tektor positioniert wurden. Es wurde jeweils eine Stammsuspension (1:1) sowie zwei Verdiinnungsstu-
fen (1:2; 1:4) vermessen. Alle Tusche- sowie Chlorella-Spektren wurden gegen Wasser respektive Medi-
um als Blindwert aufgenommen

Wiederum zeigen Messungen in Klvetten die hochsten Signalintensitdaten (hier sei

nochmal auf die unterschiedlichen Achsenskalierungen in der obigen Darstellung hin-

gewiesen!) wahrend vor allem eine detektornahe Probenplatzierung bei Messungen
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direkt in Reaktorgefallen zu geringeren Intensitaten fihrt. Im Gegensatz zum sichtba-
ren Spektralbereich sind keine distinkten Extinktionsbanden sichtbar, lediglich in jenen
Spektren, welche in den Reaktoren aufgenommen worden sind zeigen sich in den Be-
reichen um 980 sowie um 1160 nm leicht verringerte Extinktionen im Vergleich zu den
ansonsten recht geradlinig verlaufenden Spektren. Bei allen Messungen zeigte sich

erneut ein Anstieg der Spektren zum Kurzwelligen.

5.2.4.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-NIR-Spektroskopie
Die folgende Abbildung 5.23 zeigt in NIR-Bereich aufgenommene Kiivettenspektren,

Abbildung 5.24 Spektren derselben Probe bei Vermessung im geschlossenen Reaktor.
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Abbildung 5.23: Reproduzierbarkeit von NIR-Extinktionsmessungen an einer Kultur von Chlorella vulgaris
in Quarzkiivetten. Gezeigt sind 5 Einzelmessungen derselben Probe nach jeweiliger erneuter Positionie-
rung in der Kiivettenhalterung. Im linken unteren Bildteil ist die erfasste Spannbreite der wellenlangen-
abhangigen Extinktionsdifferenzen zwischen den einzelnen Messungen eingezeichnet.
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Abbildung 5.24: Reproduzierbarkeit von NIR-Extinktionsmessungen an einer Kultur von Chlorella vulgaris
im geschlossenen Reaktorsystem. Gezeigt sind 6 Einzelmessungen derselben Probe nach jeweiliger er-
neuter Positionierung in der Spektrometermitte bei einer Schichtdicke der Suspension von 1 cm. Im
linken unteren Bildteil ist die erfasste Spannbreite der wellenlangenabhangigen Extinktionsdifferenzen
zwischen 5 Einzelmessungen eingezeichnet Das sechste Spektrum ist nicht inkludiert da es explizit er-
zeugt worden ist um den Einfluss einer inkorrekten Probenjustierung auf die Messergebnisse zu de-
monstrieren.

Auch im NIR-Bereich zeigte sich in den Kiivettenspektren eine recht geringe Abwei-
chung von ca. 0,01 Extinktionseinheiten, welche wiederum lber den gesamten Spekt-
ralbereich relativ konstant ist. Bei Messungen direkt im Reaktor lag die Abweichung bei
ca. 0,015 Extinktionseinheiten, wobei diese Differenz Gber den betrachteten Spektral-
bereich relativ konstant bleibt. Auch fiir den NIR-Bereich zeigt sich, dass teilweise ext-

reme AusreiRer' in den Spektraldaten moglich sind.

5.2.4.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten NIR-Bereich

Um eine Zuordnung einzelner Absorptionsbanden zu den verursachenden Molekilbin-
dungen zu ermoglichen, wurden zunachst verschiedene Verdiinnungsstufen einer PHB-
Suspension in entionisiertem Wasser spektroskopisch vermessen. Dies diente einer-
seits dazu, minimal bzw. maximal im Reaktor messbare PHB-Konzentrationen zu ermit-
teln, andererseits wurden die anhand der Reinsubstanz aufgenommenen Spektren auf

Plausibilitat und das Vorhandensein ursachlicher Zusammenhdnge zwischen Extinkti-

' Dieses Spektrum wurde gezielt durch eine leicht schiefe Fixierung des Reaktorbehalters im Spektro-
meter erzeugt, so dass das Messlicht nicht senkrecht, sondern leicht schrag auf die Reaktoroberflache
traf.
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onssignalen und Stoffeigenschaften (d.h. PHB-spezifische Extinktionsbanden) Uber-
prift. Abbildung 5.25 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen fir den NIR-Bereich unter

Verwendung der unmodifizierten Spektrometerlampe als Lichtquelle.
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Abbildung 5.25: NIR-Extinktionsspektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,0. Die Mes-
sungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung der nicht modifizierten Standardlicht-
quelle.

Wie zu erkennen, zeigt sich ein konzentrationsabhangiges Extinktionsverhalten Gber
einen breiten Konzentrationsbereich. Auffallig ist der fiir die maximal konzentrierte
Probe stark von den Ubrigen Konzentrationsstufen abweichende Spektralverlauf. Bei
Konzentrationen ab 500 mg pro Liter ist zudem ein Peakmuster im Bereich von 1150
bis 1190 nm klar erkennbar, welches bei geringer konzentrierten Proben visuell nicht

erkennbar ist.

5.2.4.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Die gemessenen Rohspektren wurden wie alle weiteren Datensdtze einer PLS-
Regression unterzogen. Auch fiir diesen Datensatz sei zunichst ein Uberblick tiber die
Qualitat der Rohdaten gegeben. Abbildung 5.26 zeigt NIR-Rohspektren ausgewahlter

Proben von N. muscorum.
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Abbildung 5.26: NIR-Extinktionsspektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach
einer Kulturdauer von 3 Wochen. Die Messungen fanden im geschlossenen Reaktor statt, wobei die
Standardlichtquelle des Spektrometers verwendet wurde. Die gezeigten Spektren stammen von Proben
mit einem PHB-Anteil von 9,65 (ES-Vollmedium), 6,32 (BG11-Vollmedium) sowie 15,57 (BG11-
Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Probentrockenmasse. Der Bereich von 1150
bis 1250 nm wurde fiir eine bessere Sichtbarkeit zusatzlich vergroRert abgebildet, da sich in den Mes-
sungen an PHB-Reinsubstanz hier starke Extinktionssignale zeigten.

Da von den Daten, welche in obiger Abbildung dargestellt sind, kein Wasser-
Extinktionsspektrum abgezogen wurde, sind alle Spektren vor allem durch zwei starke
Absorptionsbanden im Bereich von 975 und 1200 nm gekennzeichnet. Wie zu sehen,
unterscheiden sich die einzelnen Spektren in ihren Verlaufen visuell nur minimal von-
einander und selbst im vergroBert abgebildeten Bereich von 1150 bis 1250 nm sind
lediglich Intensitatsunterschiede zwischen den Spektren erkennbar und keine distink-
ten Abweichungen im Spektralverlauf. Es sei an dieser Stelle erwdhnt, dass alle gemes-
senen Spektren aufgrund der wassrigen Messumgebung im Reaktor primar die obigen
Verldufe zeigten, weshalb anhand der nachfolgend dargestellten Regressionsergebnis-
se eine detailliertere Darstellung der spektralen Varianz erfolgen soll.

Hierzu ist der folgenden Abbildung 5.27 das anhand der Rohdaten berechnete PLS-

Regressionsmodell gezeigt.
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Abbildung 5.27: Ubersicht der PLS-Regressionsergebnisse des 4. Versuchsdurchlaufs bei Verwendung
der gemessenen NIR-Rohspektren als Vorhersagewerte. Gezeigt ist die Gegeniiberstellung der per Refe-
renzanalytik ermittelten PHB-Gehalte (Abszisse) mit den Vorhersagewerten des Regressionsmodells
(Ordinate). Die PLS wurde mit 7 Faktoren ohne Zentrierung berechnet. Der Kalibrierdatensatz umfasst
40 Proben (blau), der Validierdatensatz 21 Proben (rot). In schwarz eingezeichnet ist die Winkelhalbie-
rende, in blau die Regressionsfunktion der Kalibrierdaten, in rot jene der Validierdaten. Die Proben wur-
den in ES-Vollmedium (,,ES“), BG11-Vollmedium (,,BG11“) und BG11-Mangelmedium (,,BGM*) kultiviert.

Das erstellte PLS-Modell umfasste einen Datensatz von insgesamt 61 Proben, welche
einen PHB-Gehalt von 1,37 bis 24,02 mg - I'* abdecken. Wie in der Statistikbox erkenn-
bar, liegt der mittlere Modellfehler der Kalibrierung bei ca. 3,9 mg - I'* und jener der
Validierung etwas héher bei ca. 5 mg - I, Fur die Kalibrierung ist ein Bestimmtheits-
mal von 0,89 gegeben, wahrend in der Validierung lediglich ein Wert von 0,78 erreicht
wird. Wie erkennbar, ist die Vorhersage im Bereich geringer PHB-Konzentrationen
teilweise relativ ungenau, wobei im gesamten Modell geringe PHB-Gehalte prinzipiell
Uberschatzt, und hohe Gehalte unterschatzt werden. Fir die PHB-Vorhersage anhand
der Rohdaten erwies sich ein Modellumfang von 7 berechneten Hauptkomponenten
als optimal.

Um herauszufinden, worauf die PHB-Vorhersage im NIR-Bereich beruht, werden auch

hier die wellenlangenabhangigen Einflisse auf die Berechnung der einzelnen Faktoren

betrachtet. Eine Zusammenfassung ist in Abbildung 5.28 gegeben.
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Abbildung 5.28: Relativer Einfluss der NIR-Spektraldaten auf das Vorhersagemodell. Gezeigt sind die
Faktorstufen 1 - 7 (1 & 2 in der ersten Zeile, 3 & 4 in der zweiten, usw.), wobei groRere Werte einen
groReren Einfluss bedeuten.

Der erste Ladungsvektor sieht dem Absorptionsspektrum von Wasser im NIR-Bereich
ahnlich, wahrend der Zweite vertikal zum ersten gespiegelt erscheint. Héhere Faktoren
wie der Dritte, weisen einen Einfluss im Wellenlangenbereich von 1150 bis 1200 nm
auf. Im vierten Faktor ist der Bereich von 920 bis 960 nm am auffalligsten, wahrend
andere Wellenlangen bereits beginnen um die Nullachse zu schwanken. Dieses Verhal-
ten verstarkt sich in den Faktoren 5 und 6 weiterhin, wahrend im 7. Faktor (analog zum
3.) der Bereich um 1175 nm einen hohen Einfluss auf das Regressionsergebnis auf-

weist.

5.2.4.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im unpolarisierten NIR-Bereich

Auch fiir die Messungen im NIR-Bereich soll im Folgenden ein umfassender Uberblick
Uber mehrere Versuchswiederholungen gegeben werden. Hierfiir sind in Tabelle 5.6
die gesammelten Regressionsergebnisse aller drei mit unpolarisierter Messstrahlung

durchgefihrten Versuche aufgefiihrt.
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Tabelle 5.6: Vergleich der fir den unpolarisierten NIR-Spektralbereich erstellten Regressionsmodelle

Versuchs-  PHB-Gehalte® RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP® RZKalib- R2?Vali-  Modell-
reihe (mg ™) (mg ™) (%) (mg ™) (%) rierung  dierung faktoren
1 (Kivette) 3,375 3,7428 13,20 3,0379 10,72 0,919 0,940 7
31,719
3 (Reaktor, 4,773 -
vertikal) 20,284 2,8671 18,48 3,5721 23,03 0,947 0,915 3
4 (Reaktor, 0,678 -
vertikal) 24,042 3,8807 16,61 5,0118 21,45 0,887 0,775 7

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/39, 41/26, 40/21 (jeweils fir Versuchsreihe 1, 3, 4)

? Aufgefiihrt sind minimale und maximale PHB-Gehalte der Probengesamtheit jeder Versuchsreihe

® Die aufgefiihrten absoluten RMSECs und RMSEPs sind jene der Rohdaten-basierten Modelle

° Die prozentualen Werte sind berechnet anhand der absoluten RMSECs und RMSEPs bezogen auf die
absoluten PHB-Gehaltsspannen

Aufgrund der verschiedenen Anzuchtbedingungen ergeben sich unterschiedliche
Spannbreiten der innerhalb eines Versuchs erreichten PHB-Konzentrationen in den
Reaktoren. Die bestimmten absoluten Vorhersagefehler der Modelle unterscheiden
sich im NIR-Bereich zwischen allen drei Reihen, jedoch ist der Fehler vor allem im vier-
ten Versuchslauf erhoht. Prozentual betrachtet hingegen zeigt sich eine ahnliche Gro-
Renordnung fir die Messungen direkt im geschlossenen Reaktorbehalter wahrend der
Wert bei Messungen in Kiivetten geringer ist. Auffallend sind die stark unterschiedli-
chen optimalen Modellumfange, welche von 3 bis 7 Faktoren reichen.

Flir eine eventuelle Verbesserung der anhand der Rohdaten erstellten Modelle wurden
die NIR-Spektraldaten analog zum sichtbaren Spektralbereich diversen Vorbehandlun-
gen unterzogen. Die Ergebnisse dieser Modelle sind in Abbildung 5.29 dargestellt, wo-
bei flir eine intuitivere Interpretation der Ergebnisse erneut die jeweils erzielten Vor-
hersagefehler, BestimmtheitsmaRe und Faktorenanzahlen in Bezug zu jenen Ergebnis-

sen gesetzt wurden, welche anhand der Rohspektren erzielt wurden.
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Abbildung 5.29: Ubersicht aller fiir den unpolarisierten NIR-Bereich erstellten Regressionsmodelle bei
Anwendung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt sind jeweils die Ergeb-
nisse der Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen (fir die erreichten Modellparameter
siehe vorherige Tabelle 5.6) sowie die (prozentualen oder absoluten) Differenzen der Modellparameter
bei Nutzung der vorbehandelten Spektraldaten.

Wie ersichtlich, andert sich das Bestimmtheitsmald der Regressionsmodelle bei keiner
der Vorbehandlungen nennenswert. Lediglich bei Anwendung der linearen Grundlini-
enkorrektur sinkt es ab und bei Verwendung von Ableitungsspektren zweiter Ordnung
steigt es leicht an. Auch eine konsistente Reduktion der Modellumfange ist nicht zu
beobachten. Bei Betrachtung der Vorhersagefehler lasst sich lediglich bei Einheitsvek-
tornormierung und Detrending eine Uiber alle Versuchsreihen beobachtbare Reduktion
des RMSEP erkennen. Insgesamt zeigt sich im Vergleich zum sichtbaren Spektralbe-
reich (vgl. Abbildung 5.21) in den Modellen, welche anhand vorbehandelter NIR-Daten
berechnet wurden, eine groRere Konsistenz in der Reaktion des RMSEP der einzelnen

Versuchsreihen auf unterschiedliche Vorbehandlungsmethoden.

5.2.5 VIS-Polarisationsspektroskopie

Analog zu den in Kapitel 5.2.3 beschriebenen Ergebnissen, sollen in diesem Abschnitt
die spektroskopischen Messungen dargestellt werden, welche unter Verwendung von
zirkular links- bzw. rechtsdrehend polarisierter Strahlungsquellen durchgefiihrt worden

sind.
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5.2.5.1 Polarisationsabhingiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im
sichtbaren Spektralbereich

Da in einigen Messreihen mit polarisierter Messstrahlung gearbeitet wurde, sei an die-

ser Stelle das Verhalten der verschiedenen Polymermaterialien bei Betrachtung in

Kreuzpolarisation dargestellt. Abbildung 5.30 zeigt einige Materialien, wobei in diesem

Fall sichtbares Licht zur Anwendung kam um eine visuelle Darstellung in Echtfarben zu

ermoglichen.

i Reaktor-
behalters

Adhasionsfolie

Abbildung 5.30: Polarisationsmodulierendes Transmissionsverhalten verwendeter Polymermaterialien.
Die Aufnahme wurde mittels kreuzpolarisierten zirkularen Filtern aufgenommen, wobei die schwarze
Flache im Zentrum die Gbereinander liegenden gekreuzten Polarisationsfilter zeigt, welche das Messlicht
blocken. Das spezifische Verhalten der einzelnen Polymere ist im Gberlappenden Bereich der zwei Filter
sichtbar. Das im oberen Bildteil (als beinahe weilRe Flache sichtbare) markierte Tesafilm diente lediglich
zur Fixierung der Polarisationsfilter. Die jeweiligen farbigen Linien markieren die Grenze der jeweiligen
Probe, so beispielsweise der rote Kreisausschnitt, welcher die Glasflache einschlieRt.

Im mittleren Bildteil sind als schwarze Flache die gekreuzten Polarisationsfilter sicht-
bar. Demgegeniiber sind an den Bildrandern als farbige Flachen die zwischen den Pol-
filtern inserierten Polymermaterialien sichtbar. Wie erkennbar, fliihren verschiedene

Materialien zu unterschiedlichen sichtbaren Farben.

5.2.5.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten VIS-Bereich

Auch fir die durchgefiihrten Messungen bei Verwendung polarisierter Anregungs-
strahlung werden zunachst die Extinktionsspektren und nachfolgend die jeweils be-
rechneten Extinktionskoeffizienten dargestellt. Die fiir links- sowie rechtsdrehend zir-
kular polarisierte Strahlung erzielten Ergebnisse sind in den folgenden Abbildung 5.31

und Abbildung 5.32 dargestellt.
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Abbildung 5.31: VIS-Extinktionsspektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,0. Die Mes-
sungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung linksdrehend zirkularer Messstrahlung.

Augenscheinlich unterscheiden sich die Spektren und ihre Verlaufe nicht von jenen,

welche flir unpolarisiertes Messlicht aufgenommen wurden. Auch fiir die nachfolgend

dargestellten, unter rechtsdrehend zirkularen polarisierten Lichtbedingungen aufge-

nommenen Werte, ergibt sich ein vergleichbares Bild.
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Abbildung 5.32: VIS-Extinktionsspektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,0. Die Mes-
sungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung rechtsdrehend zirkularer Messstrahlung.
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Die in obiger Abbildung 5.32 dargestellten Spektren sind augenscheinlich deckungs-
gleich zu jenen, der linksdrehenden Polarisation, auch hier kommen lediglich leicht
abfallende Messwerte bei langeren Wellenlangen, die bereits beschriebenen Wellen-
muster und keinerlei hervorstechende Extinktionspeaks vor.
Anhand der unter polarisierten Strahlungsbedingungen aufgenommenen Extinktions-
spektren wurden Circulardichroismen Gber den Messbereich von 400 bis 800 nm be-
rechnet. Hierzu wurden die rechtsdrehenden von den linksdrehenden Spektraldaten
subtrahiert und die Extinktionsdifferenz ausgewertet. Die so erhaltenen CD-Spektren
sind in Abbildung 5.33 gezeigt.
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Abbildung 5.33: Berechnete VIS-Circulardichroismen verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in
H,0. Die Messungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung links- (Icp) sowie rechtsdre-
hend (rcp) zirkular polarisierter Messstrahlung. Die gezeigten Spektren sind Differenzspektren der links-
drehenden minus der rechtsdrehenden Extinktionswerte im Bereich von 400 bis 800 nm.

Es fallt auf, dass es in den berechneten CD-Spektren keinerlei distinkte Differenzban-
den im sichtbaren Spektralbereich gibt. Die Spektren aller Konzentrationsstufen liegen
hierbei sehr nah bei null, einzig drei Verdliinnungsstufen (namentlich 1, 100 und 250
mg - I'!) weichen um den Faktor 2 von der Bandbreite ab, in der sich die polarisations-
bedingte Extinktionsdifferenz aller Gbrigen Stufen bewegt. Augenscheinlich zeigt sich
kein direkter Zusammenhang zwischen PHB-Konzentration und Signalintensitat, jedoch
zeigt sich in allen CD-Spektren, welche fir den VIS-Bereich berechnet wurden, ein sehr

schlechtes Signal-Rausch-Verhiltnis.
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5.2.5.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Um einen Uberblick tber die im Kulturverlauf auftretenden Verdnderungen in den
Spektraldaten zu geben auf denen letztlich die Regressionsmodelle beruhen, werden
im Folgenden zunachst Rohspektren gezeigt, gefolgt von den erstellten Regressions-
modellen. Die im sichtbaren Spektralbereich mittels polarisierter Messstrahlung auf-
genommenen Rohspektren sind anhand von je drei Beispielen in Abbildung 5.34 sowie

Abbildung 5.35 dargestellt.
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Abbildung 5.34: VIS-Extinktionsspektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach
einer Kulturdauer von 3 Wochen mittels linksdrehend zirkular polarisierter Strahlung. Die gezeigten
Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil von 12,42 (ES-Vollmedium), 3,70 (BG11-
Vollmedium) sowie 13,51 (BG11-Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Proben-
trockenmasse.
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Abbildung 5.35: VIS-Extinktionsspektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach
einer Kulturdauer von 3 Wochen mittels rechtsdrehend zirkular polarisierter Strahlung. Die gezeigten
Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil von 12,42 (ES-Vollmedium), 5,48 (BG11-
Vollmedium) sowie 13,51 (BG11l-Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Proben-
trockenmasse.
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In den obigen Abbildungen zeigen sich in den Spektren jener Proben, welche ohne
Mangelbedingungen kultiviert wurden, jeweils eine Extinktionsbande im Bereich von
ca. 435 nm, Extinktionsbanden bei ca. 500 und 620 nm, sowie eine weitere Extinkti-
onsbande bei ca. 680 nm. Das Spektrum der Mangelprobe weist einen starkeren An-
stieg im kurzwelligen Spektralbereich auf und die genannten Extinktionsbanden sind
zudem  weniger stark ausgepragt. Augenscheinlich weist das BG11-
Vollmediumspektrum bei rechtsdrehender Polarisation einen sehr dhnlichen Verlauf
zum ES-Vollmediumspektrum auf, wahrend der Verlauf bei linksdrehender Polarisation
eher schwammig ist, und vor allem die klare Extinktionsbande bei 680 nm an Auspra-
gung verliert. Betrachten wir nunmehr die in Abbildung 5.36 dargestellten CD-Spektren

fiir den sichtbaren Spektralbereich.
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Abbildung 5.36: Berechnete VIS-Circulardichroismen verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufge-
nommen nach einer Kulturdauer von 3 Wochen. Die Messungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren
bei Verwendung links- (lcp) sowie rechtsdrehend (rcp) zirkular polarisierter Messstrahlung. Die gezeig-
ten Spektren sind Differenzspektren der linksdrehenden minus der rechtsdrehenden Extinktionswerte,
wobei das Spektrum der ES-Vollmedium-Probe in Originalintensitat dargestellt ist, wahrend die weiteren
Spektren fir eine bessere Vergleichbarkeit um 0,02 bzw. 0,04 Einheiten in der Vertikalen verschoben
wurden. Die gezeigten Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil von 10,81 (ES-Vollmedium),
5,09 (BG11-Vollmedium) sowie 12,85 (BG11-Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige
Probentrockenmasse.

Es fallt auf, dass ES-Vollmedium und BG11-Mangelmedium relativ dhnliche Spektren
hervorrufen, wahrend BG11-Vollmedium einen abweichenden Verlauf mit ausgeprag-
ter Extinktionsbande bei ca. 600 nm bedingt. Beide Vollmedien resultieren in
CD-Spektralverlaufen, welche im positiven Bereich liegen (d.h. die gemessenen links-
drehend zirkularen Extinktionen liegen Uber den gesamten betrachteten Spektralbe-

reich Gber den rechtsdrehend zirkularen), wohingegen das Mangelmedium ab ca. 620
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nm in den negativen Bereich absinkt (bei Betrachtung der Abbildung sei die Vertikal-
verschiebung einiger Spektren beachtet!). Insgesamt sind noch die niedrigen Intensita-
ten aller drei gezeigten CD-Spektren hervorzuheben.

Mit den aufgenommen Spektraldaten wurden nachfolgend Regressionsmodelle er-
stellt, was sowohl anhand der Rohdaten, als auch nach Anwendung verschiedener, im
Material-und-Methoden-Teil dieser Arbeit aufgefiihrter Vorbehandlungen geschah.

Die Ergebnisse der Regressionen des 4. Versuchsdurchlaufs sind in den folgenden Ab-
bildungen dargestellt, wahrend weitere Versuchslaufe numerisch abgehandelt werden.
Die folgende Abbildung 5.37 zeigt die Ergebnisse der anhand mittels polarisiertem
sichtbaren Licht gemessenen und berechneten Spektren durchgefiihrten PLS-

Regressionen des 4. Versuchsdurchlaufs.

PHB-Gehalt nach Online-
messung (mg ')

ssssssssss

A PHB-Gehalt nach Referenzanalytik (mg I™)

Abbildung 5.37: Ubersicht der PLS-Regressionsergebnisse des 4. Versuchsdurchlaufs bei Verwendung
der polarisierten VIS-Rohspektren als Vorhersagewerte. Links: linksdrehend zirkular polarisiertes Mess-
licht; Mitte: rechtsdrehende Polarisation; Rechts: berechnete CD-Spektren als Datengrundlage. Gezeigt
ist jeweils die Gegentiberstellung der per Referenzanalytik ermittelten PHB-Gehalte (Abszisse) mit den
Vorhersagewerten des Regressionsmodells (Ordinate). Die PLS wurden mit 7 Faktoren ohne Zentrierung
berechnet. Die Kalibrierdatensatze (blau) umfassten jeweils 39, 40 bzw. 38 Proben, die Validierdatensat-
ze (rot) umfassten 21, 21 bzw. 19 Proben. In schwarz eingezeichnet ist die Winkelhalbierende, in blau
die Regressionsfunktion der Kalibrierdaten, in rot jene der Validierdaten. Die Proben wurden in ES-
Vollmedium (,,ES“), BG11-Vollmedium (,,BG11“) und BG11-Mangelmedium (,,BGM*“) kultiviert.

Die erstellten PLS-Modelle umfassen einen Datensatz von insgesamt 60 Proben, wobei
im Falle der CD-Spektren lediglich 19 Validierproben verwendet werden konnten. Wie
im linken Abbildungsteil zu erkennen, weichen die Regressionsgeraden sehr stark von
der Winkelhalbierenden ab und die Datenpunkte sind zudem relativ ungeordnet im
Ergebnisraum verteilt. Gleiches gilt fiir das Modell auf Basis der rechtsdrehend polari-
sierten Spektren. Bei beiden Modellen ist zudem der Modell-Offset relativ hoch. Auch
das CD-Spektren-basierte Modell weist dhnliche Charakteristika auf, wobei sich die
Regressionsgeraden der Validierung und vor allem der Validierung der Winkelhalbie-

renden anndhern.
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Auch fir diese Modelle soll der Einfluss der einzelnen Wellenlangen in den Messspek-

tren gezeigt werden. Dies ist der Ubersichtlichkeit halber in der folgenden Abbildung

5.38 fiir alle drei Modelle zusammengefasst.
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Abbildung 5.38: Relativer Einfluss der VIS-Spektraldaten auf die Vorhersagemodelle. Links: Linksdrehend
zirkular polarisierte Messstrahlung; Mitte: Rechtsdrehende Polarisation; Rechts: berechnete CD-
Spektren als Datengrundlage. Gezeigt sind die Faktorstufen 1 - 7 der PLS-Modelle (jeweils von oben nach
unten), wobei gréRere Werte einen gréReren relativen Einfluss bedeuten.

Analog zu jenem Regressionsmodell, welches anhand der mit unpolarisiertem Mess-
licht aufgenommenen Spektren berechnet wurde, zeigt sich in der ersten Faktorstufe
der PLS-Modelle, welche auf polarisierten Rohdaten beruhen, ein starker Anstieg zum
kurzwelligen Spektralbereich. Die beinahe identischen Verlaufe fir links- und rechts-
drehend zirkular polarisiertes Licht in den Faktorstufen 2 und 3 zeigen vor allem Signa-
le im Bereich von 500, sowie bei 680 Nanometern. Die Faktoren 4 und 5 zeigen gegen-
laufige Einflussmuster, wobei in ihnen die Bereiche von 500 bis 600 Nanometern Sig-
nalbehaftet sind. Die Faktoren 6 und vor allem 7 zeigen kaum noch von der Nulllinie
abweichende Strukturen. Bei Betrachtung der Faktorladungen des CD-Spektren-

basierten Modells zeigen sich diese Schwankungen um die Nulllinie bereits ab dem
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dritten Faktor und lediglich die Faktoren 1 und 2 zeigen Einflussmuster, welche jedoch
im Gegensatz zum ersten Faktor der anderen Modelle einen nahezu linearen Anstieg

zum langwelligen Spektralbereich aufweisen.

5.2.5.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im polarisierten VIS-Bereich

Nachdem die spektralen Varianzen, beispielhaft ausgewadhlte Regressionsdurchlaufe
sowie der Regression zugrunde liegenden Spektralbereiche dargestellt worden sind,
soll im Folgenden ein umfassender Uberblick iiber mehrere Versuchswiederholungen
gegeben werden. Hierfiir sind in Tabelle 5.7, Tabelle 5.8 und Tabelle 5.9 die gesammel-
ten Ergebnisse aller fiir den sichtbaren Spektralbereich mit polarisierter Messstrahlung

erstellten Regressionsmodelle aufgefiihrt.

Tabelle 5.7: Vergleich der VIS-Regressionsmodelle, welche auf linksdrehend zirkular polarisiert gemes-
senen Spektraldaten beruhen

Versuchs-  PHB-Gehalte® RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP¢ R2?Kalib- R?Vali- Modell-
reihe (mg- 1Y) (mg- 1Y) (%) (mg- 1Y) (%) rierung  dierung faktoren
1(Kivette) 3,375 - 2,4283 857 31752 11,20 0,966 0,936 5
31,719
2 (Reaktor, 7,804 -
horizontal) 87,379 13,4337 16,88 14,0948 17,71 0,780 0,755 4
4 (Reaktor, 0,678 -
vertikal) 24,042 7,2121 30,87 5,9079 25,29 0,591 0,688 1

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/40, 48/32, 39/21 (jeweils fur Versuchsreihe 1, 2, 4)

Tabelle 5.8: Vergleich der VIS-Regressionsmodelle, welche auf rechtsdrehend zirkular polarisiert gemes-
senen Spektraldaten beruhen

Versuchs- PHB-Gehalte® RMSEC? RMSEC* RMSEP® RMSEP® R?Kalib- R?Vali- Modell-
reihe (mg- 1" (mg -1 (%) (mg -1 (%) rierung  dierung faktoren
1(Kivette) 3,375 - 2,2545 7,95 35168 12,41 0971 0,921 5
31,719
2 (Reaktor, 7,804 -
horizontal) 87,379 7,5324 9,47 16,2076 20,37 0,931 0,676 5
4 (Reaktor, 0,678 -
vertikal) 24,042 5,9742 25,57 5,7402 24,57 0,734 0,705 3

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/40, 48/32, 40/21 (jeweils fir Versuchsreihe 1, 2, 4)



Ergebnisse -133 -

Tabelle 5.9: Vergleich der VIS-Regressionsmodelle, die auf den CD-Spektren beruhen, welche aus links-
und rechtsdrehend zirkular polarisiert gemessenen Spektraldaten berechnet wurden

Versuchs- PHB-Gehalte® RMSEC® RMSEC¢ RMSEP® RMSEP® R?Kalib- R?Vvali- Modell-

reihe (mg -1 (mg- I (%) (mg -1 (%) rierung  dierung faktoren

1 (Kivette) 3,375~ 1,5355 5,42 4,6235 16,31 0,986 0,868 4
31,719

2 (Reaktor, 7,804 -

horizontal) 87,379 8,3313 10,47 19,8578 24,95 0,915 0,514 5

4 (Reaktor, 0,678 - 2,9362 12,57 7,036 30,11 0934 0,539 6

vertikal) 24,042

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 58/38, 48/32, 38/19 (jeweils fur Versuchsreihe 1, 2, 4)

@ Aufgefiihrt sind minimale und maximale PHB-Gehalte der Probengesamtheit jeder Versuchsreihe

b Die aufgefiihrten absoluten RMSECs und RMSEPs sind jene der Rohdaten-basierten Modelle

¢ Die prozentualen Werte sind berechnet anhand der absoluten RMSECs und RMSEPs bezogen auf die
absoluten PHB-Gehaltsspannen

In den Rohspektren-Modellen der zirkular polarisiert gemessenen Versuchsvarianten
zeigen sich dhnliche Kalibrierungs- und Vorhersagefehler fir links- und rechtsdrehende
Messstrahlung, und auch die BestimmtheitsmaRe der Regressionen sind sich sehr ahn-
lich. Wie in den Tabelle 5.7 und Tabelle 5.8 ersichtlich, weisen die Kiivettenmessungen
stets die geringsten Fehlerwerte auf, wahrend Horizontal- und vor allem Vertikalmes-
sungen direkt in den geschlossenen Reaktoren zu schlechteren Regressionsergebnissen
flhrten. Bei Betrachtung der Parameter der CD-Spektren-Regression (Tabelle 5.9) fallt
hingegen auf, dass die Kalibrierfehler teilweise geringer sind als in den Rohspektren-
Modellen, die Vorhersagefehler jedoch stark in die Hohe schieBen wahrend zudem die
Bestimmtheitsmalie der Validierung stark verringert sind. Allen Modellen ist der opti-
male Umfang von 4-5 Faktoren gemein, wobei die vierte Versuchsreihe mit teilweise
stark verringerten oder leicht erh6hten Optima heraussticht.

Vergleicht man die obigen Ergebnisse mit den Modelldaten der unpolarisierten Re-
gressionen (siehe Tabelle 5.5), so liegen alle Vorhersagefehler (iber jenen der letztge-
nannten Modelle wobei vor allem vertikale Messungen der Spektraldaten zu stark er-
hohten Vorhersagefehlern in den Modellen fihren.

Analog zur Zusammenfassung der Effekte der angewendeten Datenvorbehandlungen

aus Abschnitt 5.2.3.5 fir den unpolarisierten VIS-Bereich werden in Abbildung 5.39,
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Abbildung 5.40 und Abbildung 5.41 alle Modellergebnisse nach verschiedenen Vorbe-

handlungen der polarisiert gemessenen und berechneten Spektren prasentiert.
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Abbildung 5.39: Ubersicht aller fiir den linksdrehend zirkular polarisierten VIS-Bereich erstellten Regres-
sionsmodelle bei Anwendung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt sind
jeweils die Ergebnisse der Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen (fir die erreichten
Modellparameter siehe oben Tabelle 5.7 bis Tabelle 5.9) sowie die (prozentualen oder absoluten) Diffe-
renzen der Modellparameter bei Nutzung der vorbehandelten Spektraldaten.
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Abbildung 5.40: Ubersicht aller fiir den rechtsdrehend zirkular polarisierten VIS-Bereich erstellten Re-
gressionsmodelle bei Anwendung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt
sind jeweils die Ergebnisse der Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen sowie die (pro-
zentualen oder absoluten) Differenzen der Modellparameter bei Nutzung der vorbehandelten Spektral-
daten.
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Abbildung 5.41: Ubersicht aller anhand von VIS-CD-Spektren erstellten Regressionsmodelle bei Anwen-
dung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse der
Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen sowie die (prozentualen oder absoluten) Diffe-
renzen der Modellparameter bei Nutzung der vorbehandelten Spektraldaten.

Fir die unter zirkularer Polarisation gemessenen Spektren und die daraus erstellten
Regressionsmodelle ergibt sich bei Anwendung diverser Vorbehandlungsmethoden der
Rohdaten ein sehr uneinheitliches Bild bezlglich der resultierenden Modellparameter.
Wahrend fur linksdrehende Polarisation des Messlichts vor allem Verfahren zur Nor-
mierung der Spektraldaten (Flachen- und Einheitsvektornormierung) sowie solche zur
Streulichtkorrektur (SNV und MSC) zur Verbesserung der Vorhersagefehler um bis zu
25 %, bei gleichzeitig leicht erhdéhten BestimmtheitsmaRRen fiihren, zeigen sich bei
rechtsdrehender Polarisation lediglich bei den Normierungsverfahren leichte Verbes-
serungen, wahrend gleichzeitig die Bestimmtheitsmalie stark verringert sind. Auch die
optimalen Modellumfange schwanken zwischen den Behandlungen, wobei auch hier
Methoden zur Streulichtkorrektur die besten Ergebnisse erzielen. Bei Verwendung der
berechneten CD-Spektren als Datengrundlage ergibt sich ein noch inkonsistenteres
Bild, wobei fast alle Verfahren zu einer Erhéhung der Vorhersagefehler fiihren und
zudem extreme Verringerungen in den optimalen Modellumfiangen zu beobachten

sind.
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5.2.6 NIR-Polarisationsspektroskopie
Analog zu den in Kapitel 5.2.4 beschriebenen Ergebnissen werden in diesem Abschnitt
jene spektroskopischen Messungen dargestellt, die unter Verwendung von zirkular

links- bzw. rechtsdrehend polarisierter Strahlungsquellen durchgefiihrt wurden.

5.2.6.1 Polarisationsabhangiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im
nah-infraroten Spektralbereich

Da fiir den NIR-Bereich keine visuelle Auswertung moglich ist und zudem lediglich eine

Verzogerungsplatte zur Verfliigung stand (wodurch keine Filterkreuzung moglich war),

wurden diese Messungen dort nicht durchgefiihrt.

5.2.6.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten NIR-Bereich
Wie bereits in Abschnitt 5.2.4.3 beschrieben, sollten zundchst Referenz-
Extinktionsspektren reiner PHB-Suspensionen aufgenommen werden. Die Ergebnisse

dieser Messungen sind in Abbildung 5.42 und Abbildung 5.43 dargestellt.

5 VWW//V\M

=
S
2 1
=
£
L

0.5 1

0
900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300
Wellenlange (nm)
0,1mg- 1" 1mg -1 10mg -1 50mg-1"" —— 100mg- 1! 500 mg - 1
05mg-1"" ™  B5mg-1t T 25mg-I" 75mg- 1t 7™ 250mg- I 1000 mg - 1" —

Abbildung 5.42: NIR-Extinktionsspektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,0. Die Mes-
sungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung linksdrehend zirkularer Messstrahlung.

Wie zu erkennen, zeigen sich auch in diesem Versuchssetup vor allem bei hohen PHB-
Konzentrationen Extinktionssignale im Bereich von 1150 bis 1190 nm neben der relativ

linearen Extinktionsabnahme von 900 bis 1300 nm. Zur besseren Vergleichbarkeit
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werden in der folgenden Grafik zunachst die Extinktionsspektren unter Verwendung

rechtsdrehend zirkularen Messlichtes dargestellt.
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Abbildung 5.43: NIR-Extinktionsspektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,0. Die Mes-
sungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung rechtsdrehend zirkularer Messstrahlung.

Erkennbar zeigen sich prinzipiell die gleichen Eigenschaften wie bereits fir die vorheri-
ge Abbildung beschrieben. Auffallig ist, dass der bei 1185 nm auftretende Extinktions-
peak jedoch weniger stark ausgepragt ist als bei jenen Spektren, welche mittels unpo-
larisierter bzw. linksdrehend polarisierter Messstrahlung aufgenommen wurden.

Anhand der unter polarisierten Strahlungsbedingungen aufgenommenen Extinktions-
spektren wurden Circulardichroismen (iber den Messbereich von 900 bis 1300 nm be-
rechnet. Hierzu wurden die rechtsdrehenden von den linksdrehenden Spektraldaten
subtrahiert und die Extinktionsdifferenzen ausgewertet. Die so erhaltenen CD-

Spektren sind in Abbildung 5.44 gezeigt.
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Abbildung 5.44: Berechnete NIR-Circulardichroismen verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in
H,0. Die Messungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei Verwendung links- (Icp) sowie rechtsdre-
hend (rcp) zirkular polarisierter Messstrahlung. Die gezeigten Spektren sind Differenzspektren der links-
drehenden minus der rechtsdrehenden Extinktionswerte im Bereich von 900 bis 1300 nm.

Wie zu erkennen, weisen alle Spektren ein schlechtes Signal-Rausch-Verhaltnis auf,
wobei vor allem die geringe absolute Intensitat der Daten auffallt. Im Vergleich zu den
gemessenen Extinktionsspektren sind die CD-Daten um den Faktor hundert verringert.
Es zeigt sich zudem, dass alle Spektren (mit geringen Ausnahmen fiir die 2 héchsten
Konzentrationsstufen) im positiven Wertebereich liegen, die Absorption linksdrehen-
der Messstrahlung dementsprechend stets hoher ist, als die von rechtsdrehend zirku-
lar polarisierter. In den Daten lasst sich eine gewisse Konzentrationsabhangigkeit der
Messsignale ablesen, wobei die Konzentrationsstufen 1 und 5 mg-l'1 oberhalb der
hoher konzentrierten Stufen im zweistelligen Konzentrationsbereich liegen. Die groR3-
ten Signalintensitaten sind fiir alle Spektren in den Bereichen von 1150 bis 1200 Na-
nometern, sowie (in geringerer Auspragung) im Bereich um 950 bis 1000 nm angesie-
delt. Von den Ubrigen Kurven stark abweichend prasentiert sich die Konzentrationsstu-

fe5mg- It im Bereich von 1050 bis 1060 nm.

5.2.6.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten
Analog zu den vorherigen Kapiteln werden im Folgenden zunachst Rohspektren ge-

zeigt, gefolgt von den erstellten Regressionsmodellen. Die im nah-infraroten Spektral-
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bereich mit Hilfe polarisierter Messstrahlung gemessenen Rohspektren sind anhand

von je drei Beispielen in Abbildung 5.45 sowie Abbildung 5.46 dargestellt.
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Abbildung 5.45: NIR-Extinktionsspektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach
einer Kulturdauer von 3 Wochen mittels linksdrehend zirkular polarisierter Strahlung. Die gezeigten
Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil von 10,34 (ES-Vollmedium), 7,68 (BG11-
Vollmedium) sowie 16,19 (BG11-Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Proben-
trockenmasse.

1.25 ~
1.2
1.1
1 1
3 0.9 T T T 1
s 1150 1200 1250 1300
£ 075 4
£
=
w
0.5 A
— ES-Vollmedium
— BG11-Vollmedium
— BG11-Mangelmedium
0,25 T T T T T T T 1
900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300

Wellenlange (nm)

Abbildung 5.46: NIR-Extinktionsspektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach
einer Kulturdauer von 3 Wochen mittels rechtsdrehend zirkular polarisierter Strahlung. Die gezeigten
Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil von 10,34 (ES-Vollmedium), 7,68 (BG11-
Vollmedium) sowie 16,19 (BG11-Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Proben-
trockenmasse.
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In beiden Darstellungen sind jeweils die charakteristischen Extinktionsmuster von
Wasser zu erkennen, die sich durch Absorptionsmaxima im Bereich von 950 bis 100,
sowie von 1150 bis 1200 Nanometern manifestieren. Auffallig ist die starke visuelle
Ahnlichkeit aller Spektren, unabhingig sowohl von der verwendeten Polarisation als
auch vom physiologischen Zustand der vermessenen Proben. Auch in den vergrof3ert
dargestellten Bereichen von 1150 bis 1250 nm sind keine distinkten Extinktionsmuster
erkennbar.

Nach Berechnung der Differenzspektren, welche in Abbildung 5.47 dargestellt sind,
lassen sich hingegen vorhandene Unterschiede in der Extinktion von links- und rechts-

drehend polarisierter Strahlung erkennen.
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Abbildung 5.47: Berechnete NIR-Circulardichroismen verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufge-
nommen nach einer Kulturdauer von 3 Wochen. Die Messungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren
bei Verwendung links- (lcp) sowie rechtsdrehend (rcp) zirkular polarisierter Messstrahlung. Die gezeig-
ten Spektren sind Differenzspektren der linksdrehenden minus der rechtsdrehenden Extinktionswerte.
Die gezeigten Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil von 10,34 (ES-Vollmedium), 7,68
(BG11-Vollmedium) sowie 16,19 (BG11l-Mangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige
Probentrockenmasse.

Die NIR-CD-Spektren von Kulturen, welche ohne Mangelbedingungen angezogen wur-
den sind in ihrem Verlauf sehr dhnlich, einzig im Bereich von 1050 bis 1130 nm sind
hohere Intensitaten bei der ES-Variante zu erkennen. Unter Mangelbedingungen sind
im Bereich von ca. 950 nm leicht héhere Intensitdten zu erkennen und auch im Bereich
von 1000 bis 1150 nm steigt die relative Intensitdat zum langwelligen Bereich starker an
als in den zwei anderen Spektren. In allen Spektren ist zudem ein erhéhtes Rauschen
ab einer Wellenlange von ca. 1170 nm zu erkennen, welches sich bis zum langwelligen

Ende der Spektren erstreckt.
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Mit den aufgenommen Spektraldaten wurden nachfolgend Regressionsmodelle er-
stellt, was sowohl anhand der Rohdaten, als auch nach Anwendung verschiedener, im
Material-und-Methoden-Teil dieser Arbeit aufgefiihrter Vorbehandlungen geschah. Die
folgende Abbildung 5.48 zeigt die Ergebnisse der anhand mittels polarisiertem sichtba-
ren Licht gemessenen und berechneten Rohspektren durchgefiihrten PLS-

Regressionen des 4. Versuchsdurchlaufs

1

PHB-Gehalt nach Online-
messung (mg |

PHB-Gehalt nach Referenzanalytik (mg I'")

Abbildung 5.48: Ubersicht der PLS-Regressionsergebnisse des 4. Versuchsdurchlaufs bei Verwendung
der polarisierten NIR-Rohspektren als Vorhersagewerte. Links: linksdrehend zirkular polarisiertes Mess-
licht; Mitte: rechtsdrehende Polarisation; Rechts: berechnete CD-Spektren als Datengrundlage. Gezeigt
ist jeweils die Gegentiberstellung der per Referenzanalytik ermittelten PHB-Gehalte (Abszisse) mit den
Vorhersagewerten des Regressionsmodells (Ordinate). Die PLS wurden mit 7 Faktoren ohne Zentrierung
berechnet. Die Kalibrierdatensatze (blau) umfassten jeweils 40, 40 bzw. 40 Proben, die Validierdatensat-
ze (rot) umfassten 20, 19 bzw. 19 Proben. In schwarz eingezeichnet ist die Winkelhalbierende, in blau
die Regressionsfunktion der Kalibrierdaten, in rot jene der Validierdaten. Die Proben wurden in ES-
Vollmedium (,,ES“), BG11-Vollmedium (,,BG11“) und BG11-Mangelmedium (,,BGM*“) kultiviert.

Auffallend ist in jenen Regressionsmodellen, welche anhand von Spektren berechnet
wurden die mittels links- sowie rechtsdrehend polarisierter NIR-Strahlung aufgenom-
men wurden, dass die Kalibrierdaten relativ gut approximiert werden wahrend die Va-
lidierdaten schlecht vorhergesagt werden. Die in rot eingezeichneten Regressionsgera-
den der Validierdaten in beiden Modellen zeigt einen quasi waagerechten Verlauf,
wobei keine systematische Fehler sichtbar sind, sondern alle Proben des Validierda-
tensatzes schlecht approximiert werden. Bei Betrachtung des CD-Spektren-Modells ist
ein dhnliches Verhalten zu beobachten, jedoch wird hier zusatzlich auch der Kalibrier-
datensatz schlecht wiedergegeben.

Der Einfluss der einzelnen Wellenldngen auf die Regressionsmodelle ist der Ubersicht-

lichkeit halber in der folgenden Abbildung 5.49 fiir alle drei Modelle zusammengefasst.
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Abbildung 5.49: Relativer Einfluss der NIR-Spektraldaten auf die Vorhersagemodelle. Links: Linksdrehend
zirkular polarisierte Messstrahlung; Mitte: Rechtsdrehende Polarisation; Rechts: berechnete CD-
Spektren als Datengrundlage. Gezeigt sind die Faktorstufen 1 - 7 der PLS-Modelle (jeweils von oben nach
unten), wobei groRere Werte einen groReren relativen Einfluss bedeuten.

Bei Betrachtung der relativen Wellenldangeneinfliisse zeigt sich ein nahezu identisches
Bild, wie es auch im unpolarisierten NIR-Bereich gefunden wurde (vgl. Abbildung 5.28),
dies sowohl bei links- als auch bei rechtsdrehend zirkular polarisierter Messstrahlung.
Der erste Faktor ist von Einfliissen bei 950, sowie von 1150 bis 1200 nm dominiert. Im
zweiten Faktor, welcher vertikal zum Ersten gespiegelt erscheint, zeigt sich ebenso ein
Einfluss des gesamten Spektrums, wobei bei 1150 nm die positive Faktorladung in eine
negative Ubergeht. Der dritte Faktor bei linksdrehender Polarisationsrichtung weist
eine Bande bei ca. 1100 nm auf, wahrend die gleiche Faktorstufe bei rechtsdrehender
Polarisation einen klaren Einflussschwerpunkt bei 1145 nm zeigt. Diese Beobachtung
lasst sich analog bei linksdrehender Strahlung in der vierten Faktorstufe machen. Alle
weiteren Stufen zeigen lediglich Wellenlangeneinfliisse, welche um die Nullachse
schwanken, wobei jeweils verstarkte Einfliisse bei 1145 nm erahnbar sind.

Bei Betrachtung des auf CD-Spektren basierenden Regressionsmodells zeigt sich direkt

in der ersten Faktorstufe ein starker Einfluss bei 1146 nm. Dies manifestiert sich auch
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in hoheren Faktorstufen, wobei die entscheidenden Wellenlangen zwischen 1146 und
1156 Nanometern schwanken. Ab der flinften Faktorstufe ist zudem ein stark verstark-

tes Rauschen zu beobachten.

5.2.6.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im polarisierten NIR-Bereich

Analog zu den vorangegangenen Kapiteln soll im Folgenden ein Uberblick iiber mehre-
re Versuchswiederholungen gegeben werden. Hierfiir sind in Tabelle 5.10, Tabelle 5.11
und Tabelle 5.12 die gesammelten Ergebnisse der fir den sichtbaren Spektralbereich

bei polarisierter Messstrahlung erstellten Regressionsmodelle aufgefiihrt.

Tabelle 5.10: Vergleich der NIR-Regressionsmodelle, welche auf linksdrehend zirkular polarisiert gemes-
senen Spektraldaten beruhen

Versuchs-  PHB-Gehalte? RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP¢ R2?Kalib- R2?Vali- Modell-
reihe (mg- 1Y) (mg- 1Y) (%) (mg- 1Y) (%) rierung  dierung faktoren
1(Kivette) 3,375 - 32053 11,31  4,4150 1558 0,941 0,877 7
31,719
2 (Reaktor, 7,804 -
vertikal) 87,379 10,5933 13,31 10,4742 13,16 0,868 0,858 3
4 (Reaktor, 0,678 -
vertikal) 24,042 4,0201 17,21 7,4619 31,94 0,879 0,461 7

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/39, 48/32, 40/20 (jeweils fur Versuchsreihe 1, 2, 4)

Tabelle 5.11: Vergleich der NIR-Regressionsmodelle, welche auf rechtsdrehend zirkular polarisiert ge-
messenen Spektraldaten beruhen

Versuchs-  PHB-Gehalte® RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP¢ R2?Kalib- R2?Vali- Modell-
reihe (mg -1 (mg -1 (%) (mg -1 (%) rierung  dierung faktoren
1(Kivette) 3,375 - 48146 1699 47739 1684 0,867 0,856 3
31,719
2 (Reaktor, 7,804 -
vertikal) 87,379 6,2242 7,82 9,2565 11,63 0,955 0,889 7
4 (Reaktor, 0,678 -
vertikal) 24,042 5,5936 23,94 5,1817 22,18 0,766 0,722 3

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/39, 48/32, 40/19 (jeweils fur Versuchsreihe 1, 2, 4)
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Tabelle 5.12: Vergleich der NIR-Regressionsmodelle, die auf den CD-Spektren beruhen, welche aus links-
und rechtsdrehend zirkular polarisiert gemessenen Spektraldaten berechnet wurden

Versuchs- PHB-Gehalte?* RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP® R2Kalib- R?Vali- Modell-
reihe (mg -1 (mg- I (%) (mg -1 (%) rierung  dierung faktoren
1 (Kivette) 3,375 4,9666 17,52 6,6552 23,48 0,858 0,720 7
31,719
2 (Reaktor, 7,804 -
vertikal) 87,379 6,7454 8,48 13,5108 16,98 0,947 0,764 7
4 (Reaktor, 0,678 -
vertikal) 24,042 8,5526 36,61 7,2439 31,00 0,452 0,492 4

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 59/39, 48/32, 40/19 (jeweils fir Versuchsreihe 1, 2, 4)

@ Aufgefiihrt sind minimale und maximale PHB-Gehalte der Probengesamtheit jeder Versuchsreihe

b Die aufgefiihrten absoluten RMSECs und RMSEPs sind jene der Rohdaten-basierten Modelle

¢ Die prozentualen Werte sind berechnet anhand der absoluten RMSECs und RMSEPs bezogen auf die
absoluten PHB-Gehaltsspannen

In den Rohspektren-Modellen fallt auf, dass (analog zu den anhand von polarisiert ge-
messenen Spektren erstellten Modellen im sichtbaren Spektralbereich; vgl. Tabelle 5.7
bis Tabelle 5.9) die spektralen Messungen in Kiivetten stets die geringsten absoluten
Vorhersagefehler liefern. Die BestimmtheitsmalRe der Validierungen sind in allen Ver-
suchsreihen anndhernd vergleichbar, einzig die vierte Versuchsreihe zeigte hierbei ver-
ringerte Werte. Als Modellumfang ist kein konsistentes Optimum ersichtlich, die
Schwankungen reichen hier von 3 bis 7 Faktoren.

Auch fur die polarisiert gemessenen NIR-Spektren wurden Modelle erstellt, nachdem
die Rohdaten verschiedenen Vorbehandlungsmethoden unterworfen wurden. Diese
Modellstatistiken sind zusammengefasst in Abbildung 5.50, Abbildung 5.51 und Abbil-
dung 5.52 dargestellt.
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Abbildung 5.50: Ubersicht aller fiir den linksdrehend zirkular polarisierten NIR-Bereich erstellten Regres-
sionsmodelle bei Anwendung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt sind
jeweils die Ergebnisse der Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen (flr die erreichten
Modellparameter siehe oben Tabelle 5.10 bis Tabelle 5.12) sowie die (prozentualen oder absoluten)

Differenzen der Modellparameter bei Nutzung der vorbehandelten Spektraldaten.
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Abbildung 5.51: Ubersicht aller fiir den rechtsdrehend zirkular polarisierten NIR-Bereich erstellten Re-
gressionsmodelle bei Anwendung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt
sind jeweils die Ergebnisse der Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen sowie die (pro-
zentualen oder absoluten) Differenzen der Modellparameter bei Nutzung der vorbehandelten Spektral-

daten.
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Abbildung 5.52: Ubersicht aller anhand von NIR-CD-Spektren erstellten Regressionsmodelle bei Anwen-
dung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse der
Rohdaten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen sowie die (prozentualen oder absoluten) Diffe-
renzen der Modellparameter bei Nutzung der vorbehandelten Spektraldaten.

Wie bereits fiir den sichtbaren Spektralbereich zeigt sich auch bei Anwendung der
Vorbehandlungen auf die polarisierten NIR-Daten ein sehr uneinheitliches Bild bezogen
auf die Effekte der jeweiligen Methoden. So zeigen lediglich Modelle, welche anhand
von Ableitungsspektren zweiter Ordnung berechnet wurden relativ konsistente Verrin-
gerungen der Modellfehler bei gleichzeitig leicht erhohten Bestimmtheitsmalien der
Regression. Auch der Umfang der optimalen Modellfaktoren variiert zwischen den ein-
zelnen Versuchsreihen. Anzumerken ist, dass die auf CD-Spektren basierten Modelle
generell ein chaotisches Verhalten zeigen und generell eher eine VergroBerung der

Vorhersagefehler durch die Anwendung der Vorbehandlungen aufweisen.

5.2.7 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie
Um zunéachst Referenz-Raman-Spektren von reinem PHB zu erhalten, wurden Messun-
gen an einem konfokalen Mikroskop durchgefiihrt. Das so gemessene Raman-

Spektrum von pulverférmigem PHB ist in Abbildung 5.53 dargestellit.
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Abbildung 5.53: Mittels konfokalem Mikroskop aufgenommenes, grundlinienkorrigiertes Raman-
Spektrum von pulverférmigem PHB bei 532 nm Anregungswellenldnge. Die Strahlintensitat betrdgt ca.
37 mW bei einer Integrationsdauer von 0,5 Sekunden.

Das gemessene Spektrum zeigt ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhéltnis und im Bereich
von 100 bis 1800 Wellenzahlen - cm™ zeigen sich fein aufgeléste Raman-Peaks. Ein
zweites Peakfenster ist im Bereich von 2700 bis 3100 Wellenzahlen - cm™ erkennbar,
wahrend im Bereich geringer Verschiebungen (nahe des Koordinatenursprungs) der

Rayleigh-Peak des Anregungslasers erahnbar ist.

5.2.8 VIS-Raman-Spektroskopie

Prinzipiell gibt das Raman-Spektrum einer Verbindung liber einen GroRteil ihres che-
mischen Aufbaus eine Auskunft. So sind die auftretenden Raman-Peaks lediglich von
der Polarisierbarkeit einzelner Molekiilbindungen, der so genannten Raman-Aktivitat,
abhangig. Obwohl die Anregungswellenlange fir den Raman-Effekt prinzipiell irrele-
vant ist, gibt es neben der wellenlangenabhangigen Signalintensitat der auftretenden
Banden mogliche Resonanzeffekte, die zu einer Verstarkung der Raman-Signale um
mehrere GrolRenordnungen fihren kénnen. Dies tritt vor allem dann auf, wenn die zur
Anregung gewadhlte Wellenlange der Lichtquelle nahe an einer Absorptionsbande der

zu untersuchenden Substanz liegt.
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Somit galt es zunachst, eine geeignete Anregungswellenldange fir die Versuchsdurch-
fihrung zu finden. Hierfir wurden leere Reaktorgefile sowie eine Nostoc-
Beispielkultur in Glaskivetten vermessen. Die Ergebnisse der Messungen an leeren

Reaktorschalen sind in Abbildung 5.54 dargestellt:
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Abbildung 5.54: Raman-Resonanzkarte eines leeren Reaktorgefalles. Die Grafik zeigt Daten fiir einen
Anregungsbereich von 440 bis 514 nm, die Anregungsauflosung betrug 2 nm pro Messschritt. Die Farb-
skala am rechten Bildrand gibt dabei Aufschluss Gber die wellenlangenabhadngige Intensitat des Mess-
signals. Der nicht aufgefiihrte Nullwert der Verschiebungsskala entspricht jeweils der Wellenldange des
Anregungslasers. Bei 488 nm Anregungswellenldnge resultiert eine Verschiebung von 700 cm™in einer
Absolutwellenldange von 505 nm, 2000 cm™ Verschiebung entsprechen 541 nm.

Wie zu erkennen, zeigen die Reaktorschalen aus Polypropylen eine starke Raman-
Bande im Verschiebungsbereich von 810 cm™. Bei circa 1050 sowie 1180 cm™ sind zu-
dem schwache Raman-Signale erkennbar, deren Intensitaten mit zunehmender Anre-
gungswellenldange augenscheinlich schwacher werden. Weitere mogliche Banden bei
1300-1350 sowie 1450 cm™ sind lediglich zu erahnen und erscheinen nicht als klare
Signale.

Die Ergebnisse der Nostoc-Messungen, anhand derer die Wellenlangenauswahl statt-

fanden, sind in Abbildung 5.55 und Abbildung 5.56 dargestellt.
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Abbildung 5.55: Raman-Resonanzkarte einer Probe von Nostoc muscorum. Die Grafik zeigt Daten flr
einen Anregungsbereich von 440 bis 514 nm, die Anregungsaufldsung betrug 2 nm pro Messschritt. Die
Farbskala am rechten Bildrand gibt dabei Aufschluss Uber die wellenldngenabhdngige Intensitdt des
Messsignals. Der nicht aufgefiihrte Nullwert der Verschiebungsskala entspricht jeweils der Wellenlange

des Anregungslasers. Bei 488 nm Anregungswellenlange resultiert eine Verschiebung von 700 emtin
einer Absolutwellenldnge von 505 nm, 2000 cm™ Verschiebung entsprechen 541 nm.

Gemessene Ramanspekiren bei verschiedenen Anregungswellenlangen
Gemessenes Ramanspektrum bei 488 nm Anregungswellenlange

[\
(=]
o
o
——

Relative Signalintensitét [counts]

440

Msﬁ\-“‘ﬁ I
'S
@
iy

B
~

480
488

- opugol
'
w
o

a 3
= R
L\S]

600 800 1000 1200 1400 1600 18010
Relative Verschiebung zur Anregungswellenlange [em 1

2000

Abbildung 5.56: Raman-Spektren einer Probe von Nostoc muscorum aufgenommen bei verschiedenen

Anregungswellenldangen. In schwarz hervorgehoben ist die fir alle nachfolgenden Versuche ausgewahlte
Anregungswellenldange von 488 nm. Die Darstellung ist inhaltlich dquivalent mit der vorherigen Abbil-
dung 5.55 und dient nur der detaillierteren Visualisierung im Hinblick auf unten folgende Beschreibun-

gen der Spektraldaten. Bei 488 nm Anregungswellenldnge resultiert eine Verschiebung von 700 em™in
einer Absolutwellenldnge von 505 nm, 2000 cm™ Verschiebung entsprechen 541 nm.
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Wie zu erkennen, gibt es verschiedene Eigenschaften der Spektraldaten:

- Banden im Bereich geringer Wellenzahlenverschiebungen relativ zur Anregungswel-
lenlange

- Eine in allen Spektren vorhandenen ,Spitze” bei circa 1255 cm™

- Einen Peak, welcher bei Anregungswellenlangen ab circa 480 nm auftaucht, und der
sich bei langwelligerer Anregung an die Laser-Wellenlange annahert

- Eine Bande im Bereich von circa 1020 cm™, welcher bei Anregungen oberhalb von
480 nm vorhanden ist

- Zwei konsistente Raman-Banden in den Bereichen 1150 und 1550 cm!, welche in
allen Spektren mehr oder minder stark ausgepragt sind

Wie zu erkennen, weisen alle Spektren keine ausgepragten Raman-Peaks auf. Lediglich
die bereits erwdhnten Banden bei 1150 und 1550 cm™ sind als konsistente Raman-
Signale sichtbar. Zudem sind in allen Spektren in Bereichen geringer Wellenzahlenver-
schiebungen inkonsistente Banden erkennbar, sowie ein starker Anstieg des Messsig-
nals im Bereich unter 600 Wellenzahlen.

Da im Spektrum, welches bei 488 nm aufgenommen wurde die geringsten Stéreinflis-
se zu erkennen sind, wurde diese Anregungswellenlange fir alle weiteren Versuche
ausgewadhlt.

Um Grundlinien und Fluoreszenzsignale aus den gemessenen Spektren zu entfernen,
wurde die von Koch et al. (2017a) beschriebene iterative Grundlinienkorrektur ver-
wendet. Abbildung 5.57 zeigt den Effekt dieser Vorbehandlungsmethode. Alle im Wei-
teren gezeigten und fiir die Regressionsmodelle verwendeten Spektren sind derart

prozessiert.
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Abbildung 5.57: Gestapelte Raman-Spektren einer Probe von Nostoc muscorum, gemessen im geschlos-
senen Reaktorsystem bei einer Anregungswellenldange von 488 nm. Oben: Gemessenes Rohspektrum.
Unten: Mittels Grundlinienkorrektur prozessiertes Spektrum, welches auf einen verwertbaren Messbe-
reich von 700 bis 1800 cm™ zugeschnitten wurde. Der nicht aufgefiihrte Nullwert der Verschiebungsska-
la entspricht jeweils der Wellenldange des Anregungslasers. Bei 488 nm Anregungswellenldnge resultiert
eine Verschiebung von 700 cm™ in einer Absolutwellenldnge von 505 nm, 1800 cm™ Verschiebung ent-
sprechen 535 nm.

Wie zu erkennen, liegen die Rohspektren in einem Intensitatsbereich von 90000 bis ca.
97000 counts und es sind keine distinkten Raman-Peaks erkennbar, wahrend im gerin-
gen Verschiebungsbereich bis 600 cm™ sehr hohe Messwerte sichtbar sind. Infolge der
Prozessierung sind die Grundliniensignale entfernt und das gesamt Spektrum ,,auf null
gezogen”, sodass die tatsachlich relevanten Informationen besser erkennbar werden.
Auffallig sind breite Banden bei ca. 810, 1180 und 1520 cm™. Zusétzlich sind einzelne
Spitzen erkennbar (z.B. jene bei ca. 1280 cm™), wihrend jedoch ein sehr hoher
Rauschanteil in den Spektren sichtbar ist und die Signalintensitdten insgesamt relativ
gering sind. Es sei zudem auf den bei ca. 1705 cm™ auftretenden Peak hingewiesen,

welcher in allen aufgenommenen Spektren auftaucht.

5.2.8.1 PHB-Referenzspektren fiir den VIS-Raman-Bereich
Unter Wahl der in obigen Versuchen ermittelten optimalen Anregungswellenlange

wurden Referenzspektren von in H2O suspendiertem PHB in verschiedenen Konzentra-
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tionsstufen am fasergestiitzten Messsystem aufgenommen, welche in Abbildung 5.58

dargestellt sind.
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Abbildung 5.58: Raman-Spektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in H,0. Die Messungen
erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei einer Anregungswellenlange von 488 nm und einer Gber wie-
derholte Lichtpulse summierte Gesamtlaserintensitdt von 2 J. Bei 488 nm Anregungswellenldange resul-
tiert eine Verschiebung von 700 em™in einer Absolutwellenldnge von 505 nm, 1800 em™? Verschiebung
entsprechen 535 nm.

Die im Faser-Aufbau gemessenen Raman-Spektren zeigen sehr hohe Signale im Bereich
geringer Raman-Verschiebungen bis 900 Wellenzahlen - cm™ und bei der héchsten
PHB-Konzentration zusatzlich bei 1000 bis 1300 cm™. Alle Gbrigen Konzentrationsstu-
fen zeigen zudem unter den erkennbaren Peaks teilweise starke Banden in den Grund-
linien. Generell fallt auf, dass alle Peaks wesentlich unscharfer sind als jene, welche in
den konfokal aufgenommen Raman-Spektren (Abbildung 5.53) erscheinen. Zur Verbes-
serung der Spektrenqualitdt wurde nachfolgend von allen Konzentrationsstufen ein
Blindwert abgezogen, welcher aus im geschlossenen Reaktor vermessenem Wasser
bestand. Die derart um modgliche Raman-Signale der Reaktoren bereinigten PHB-

Spektren sind in Abbildung 5.59 gezeigt.
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Abbildung 5.59: Blindwertbereinigte Raman-Spektren verschieden konzentrierter PHB-Suspensionen in
H,0. Die Messungen erfolgten in geschlossenen Reaktoren bei einer Anregungswellenlange von 488 nm
und einer tGber wiederholte Lichtpulse summierte Gesamtlaserintensitdt von 2 J. Die gezeigten Spektren
sind gemessene Raman-Spektren der unterschiedlichen PHB-Verdinnungsstufen, von denen ein im
Reaktor gemessenes Spektrum von reinem Wasser subtrahiert wurde. Bei 488 nm Anregungswellenldn-
ge resultiert eine Verschiebung von 700 cm™ in einer Absolutwellenlange von 505 nm, 1800 cm™ Ver-
schiebung entsprechen 535 nm.

Wie erkennbar, zeigen sich deutliche Unterschiede im Vergleich zu den ungeblankten
Raman-Spektren. Vor allem fallt auf, dass die Grundlinie beinahe deckungsgleich mit
der Abszisse ist und breitbandige Untergrundsignale im Bereich von 1000 bis 1500
Wellenzahlen - cm™ stark minimiert sind. Zudem fehlen in den bereinigten Spektren
ein Raman-Peak bei 1467 cm™ und eine Peakflanke bei 1160 bis 1170 cm™ sowie eine
breite Bande bei ca. 1640 cm™. Auch die geblankten Spektren zeigen insgesamt relativ
breite Raman-Peaks und sind wesentlich armer an klaren Raman-Signalen als per kon-
fokalem Versuchssetup gemesse Spektren. Jedoch sind Raman-Peaks bei ca. 840, 960,

1210, 1330 & 1360, 1480 sowie 1740 cm erkennbar.

5.2.8.2 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten
Um eine begriindete Diskussion der Regressionsmodelle fihren zu kénnen, sind in der
folgenden Abbildung 5.60 zunachst einige Raman-Spektren aufgefiihrt, welche im ge-

schlossenen Reaktor gemessen wurden.
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Abbildung 5.60: Raman-Spektren verschiedener Kulturen von N. muscorum, aufgenommen nach einer
Kulturdauer von 8 Tagen. Die Messungen fanden im geschlossenen Reaktor statt mit einer Anregungs-
wellenlange von 488 Nanometern. Die gezeigten Spektren stammen von Proben mit einem PHB-Anteil
von 8,73 (ES-Vollmedium), 4,91 (ES-Vollmedium + jeweils 2 % w/v Glucose & Acetat) sowie 15,34 (ES-
Stickstoffmangelmedium) Gewichtsprozent bezogen auf die jeweilige Probentrockenmasse. Bei 488 nm
Anregungswellenldnge resultiert eine Verschiebung von 700 cm™ in einer Absolutwellenlange von 505
nm, 2000 cm™ Verschiebung entsprechen 535 nm.

In allen gezeigten (sowie in den weiteren im Versuch aufgenommenen) Spektren zei-
gen sich einige konsistente Signale:

- Eine Bande bei ca. 850 Wellenzahlen

- Ein Doppelpeak bei ca. 983 und 1007 cm™

- Breite Raman-Banden bei ca. 1160 und 1523 Wellenzahlen

- Eine Signalspitze bei 1267 cm™

- Ein Peak bei 1705 cm™

- Sowie Signale bei 1345 und 1465 Wellenzahlen.

Auffdllige und miteinander direkt korrelierte Intensitatsunterschiede zeigen sich vor
allem bei den Banden um 850, 1007, 1160 und 1523 Wellenzahlen. Bei dem Peak wel-
cher bei 1705 auftritt sowie der Signalspitze bei 1267 cm™ l3sst sich eine derartige
Kopplung der Signalintensitat an das Ubrige Spektrum nicht erkennen.

In der folgenden Abbildung 5.61 ist das anhand der grundlinienkorrigierten Raman-

spektren berechnete PLS-Regressionsmodell gezeigt.
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Abbildung 5.61: Ubersicht der PLS-Regressionsergebnisse des 1. Versuchsdurchlaufs bei Verwendung
der grundlinienkorrigierten Ramanspektren als Vorhersagewerte. Gezeigt ist die Gegeniiberstellung der
per Referenzanalytik ermittelten PHB-Gehalte (Abszisse) mit den Vorhersagewerten des Regressions-
modells (Ordinate). Die PLS wurde mit 7 Faktoren ohne Zentrierung berechnet. Der Kalibrierdatensatz
umfasste 57 Proben (blau), der Validierdatensatz 39 Proben (rot). In schwarz eingezeichnet ist die Win-
kelhalbierende, in blau die Regressionsfunktion der Kalibrierdaten, in rot jene der Validierdaten. Die
Proben wurden in ES-Vollmedium (,ES“), ES-Vollmedium mit Glucose und Acetat (,GA“), ES-
Stickstoffmangelmedium (,,-N“) und ES-Phosphatmangelmedium (,-P“) kultiviert.

Das erstellte PLS-Modell umfasst einen Datensatz von insgesamt 96 Proben, welche
einen PHB-Gehalt von 1,37 bis 24,02 mg - It abdecken. Wie erkennbar, ist die Vorher-
sage im Bereich geringer PHB-Konzentrationen teilweise relativ ungenau, wobei im
gesamten Modell geringe PHB-Gehalte prinzipiell Gberschatzt und einzelne hohe Ge-
halte unterschatzt werden. Um die Spezifitat des Verfahrens beurteilen zu kénnen
wurden die wellenzahlenabhangigen Einflisse auf die Berechnung der einzelnen Fakto-

ren betrachtet. Eine Zusammenfassung ist in Abbildung 5.62 gegeben.
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Abbildung 5.62: Relativer Einfluss der Raman-Spektraldaten auf das Vorhersagemodell. Gezeigt sind die
Faktorstufen 1 - 7 (1 & 2 in der ersten Zeile, 3 & 4 in der zweiten, usw.), wobei groRere Werte einen
groReren Einfluss bedeuten.

Bereits die erste Faktorstufe erklart einen hohen Anteil der spektralen Varianz. Zudem
sind Bereiche um 815, 1165 sowie 1530 cm™ in besonderem MaRe zur PHB-Vorhersage
relevant. Gleiches gilt fir die dritte Stufe. In der zweiten Faktorstufe lasst sich ein ge-
ringer Einfluss im Bereich von 938 sowie 1530 cm™ erkennen, wihrend bei Stufe 4 vor
allem die engbandigen Peaks bei 1267 und 1705 cm™ bedeutsam scheinen. In der funf-
ten Stufe hat der Peak bei 1705 nm den grofSten Einfluss, wahrend (wie auch in den
Faktorstufen sechs und sieben) jedoch bereits unspezifische Rauschanteile in den Da-

ten erkennbar sind.

5.2.8.3 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe der Raman-Messungen
Es wurde lediglich eine komplette Versuchsreihe Raman-spektroskopisch vermessen.
Ein Uberblick iiber die Qualitatsparameter des erstellten Regressionsmodells ist in Ta-

belle 5.13 gegeben.
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Tabelle 5.13: Ubersicht des Regressionsmodells, welches anhand der Raman-Spektren berechnet wurde

Versuchs- PHB-Gehalte? RMSEC® RMSEC® RMSEP® RMSEP® RZ?Kalib- R2?Vali- Modell-
reihe (mg -1 (mg- I (%) (mg- 1" (%) rierung  dierung faktoren

1 (Reaktor) 3,375-31,719 11,1434 4,03 2,8518 10,60 0,992 0,946 5

Anzahl Kalibrier-/Validierproben: 57/39

@ Aufgefiihrt sind minimale und maximale PHB-Gehalte der Probengesamtheit jeder Versuchsreihe

b Die aufgefiihrten absoluten RMSECs und RMSEPs sind jene der Rohdaten-basierten Modelle

¢ Die prozentualen Werte sind berechnet anhand der absoluten RMSECs und RMSEPs bezogen auf die
absoluten PHB-Gehaltsspannen

Wie erkennbar, liegt der mittlere Modellfehler der Kalibrierung bei ca. 1,14 mg - I'* und
jener der Validierung deutlich héher bei ca. 2,85 mg- I'l. Bei einer Spannbreite der
PHB-Konzentration von 28,34 mg - It im betrachteten Versuch liegt der mittlere Vor-
hersagefehler somit in einer GréBenordnung von 10 % der Grundgesamtheit. Flr die
Kalibrierung ist ein BestimmtheitsmaR von 0,99 gegeben, wahrend in der Validierung
ein Wert von 0,95 erreicht wird. Fiir die PHB-Vorhersage anhand der Raman-Spektren
erweist sich ein Modellumfang von 5 berechneten Hauptkomponenten als optimal.

Die folgende Abbildung 5.63 zeigt die Entwicklung der Modellparameter nach Anwen-
dung verschiedener Vorbehandlungen auf die (bereits grundlinienkorrigierten; vgl.

Abschnitt 4.4.7.2) Rohdaten.
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Abbildung 5.63: Ubersicht der Regressionsmodelle, welche auf Basis der Raman-Spektraldaten bei An-
wendung verschiedener Vorbehandlungen erstellt wurden. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse der Roh-
daten-Regressionen als auf null gezogene Referenzen (fir die erreichten Modellparameter siehe vorhe-
rige Tabelle 5.13) sowie die (prozentualen oder absoluten) Differenzen der Modellparameter bei Nut-
zung der vorbehandelten Spektraldaten.
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Durch keine der getesteten Methoden zur Grundlinien- sowie zur Streulichtkorrektur
kann der Vorhersagefehler entscheidend (wenn Uberhaupt) verringert werden. Einzig
bei der Erstellung von Regressionsmodellen anhand von Ableitungsspektren 1. Ord-
nung, welche eine optimale Faktorenanzahl von 4 ergeben, sinkt der RMSEP minimal
auf 2,65 mg - I'! bei einem R? von 0,95, wobei jedoch der Kalibrierfehler um das Dop-

pelte ansteigt.

5.2.9 NIR-Raman-Spektroskopie

Da bei der Verwendung von Laserquellen, welche im sichtbaren Spektralbereich emit-
tieren, in den durchgefiihrten Versuchen starke Fluoreszenzsignale auftraten, wurde
erprobt, inwiefern die Verwendung von Laserlichtquellen, welche im NIR-Bereich emit-
tieren, eine Verbesserung der Spektrenqualitat mit sich bringt. In Abbildung 5.64 ist ein
Raman-Spektrum von PHB dargestellt, aufgenommen bei einer Anregungswellenlange

von 1064 nm.
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Abbildung 5.64: Raman-Spektrum von pulverférmigem PHB bei 1064 nm Anregungswellenlange. Die
Strahlintensitat betrug ca. 490 mW bei einer Integrationsdauer von 10 Sekunden.

Wie zu erkennen, weist das Spektrum ein extrem schlechtes Signal-Rausch-Verhaltnis
auf. Im Bereich von 400 bis 500 cm™ ist ein Doppelpeak erkennbar und ein weiterer
klarer Peak ist bei 840 cm™ sichtbar. Im Ubrigen Spektralbereich ist eine klare Unter-
scheidung zwischen Untergrundrauschen und Raman-Signalen kaum maéglich. Deshalb

wurde von weiteren Raman-Messungen im NIR-Bereich abgesehen.
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6 Diskussion

Dieser Abschnitt umfasst die Diskussion der Ergebnisse. die im Laufe dieser Arbeit er-

zielt wurden.

6.1 Entwickelter Einwegreaktor

Um Versuche mit Mikroalgen und Cyanobakterien in einem abgeschlossenen System
durchfiihren zu kénnen, galt es zundchst das System als solches zu etablieren. Die
Verwendung von Einwegmaterialien aus dem Lebensmittelbereich erwies sich hierbei
aus mehreren Griinden als gute Wahl. So zeigten die genutzten Polypropylenbecher
durch ihr geringes Gewicht und ihre Bruchsicherheit eine gute Einsetzbarkeit in Versu-
chen, welche auf klassischen Orbitalschiittlern durchgefiihrt werden. Durch die Ge-
wichtsverminderung im Vergleich zu Glaskolben kénnen bei gleicher Schittleranzahl
wesentlich mehr Proben parallel mit einem Antrieb bewegt werden. Als essentiell fir
die Einsetzbarkeit bei Versuchen mit biologischen Proben ist anzusehen, dass keine
Beeinflussung der Organismen durch eventuell aus dem Polymermaterial auswaschen-
de Stoffe entsteht. Laut Konformitatserklarung zu den verwendeten PP-Bechern sind
diese explizit fir die Beflllung mit wassrigen, alkoholischen, sauren und fettigen Sub-
stanzen geeignet. Die Befiillung mit Mikroalgen oder Cyanobakterien, die in wassrigem
Medium suspendiert sind, entspricht somit dem regularen Verwendungszweck der
Becher. Als einziges Dual-Use-Additiv (d.h. Stoffe, die sowohl als Additive fuir Kunststof-
fe als auch als Lebensmittelzusatzstoffe zugelassen sind) ist in den Bechern Glycerol-
monostearat (GMS) enthalten, welches als nicht-ionisches Antistatikum bei der Poly-
merverarbeitung zugegeben wird (AICMA, 2014, Stand 06.04.2014). Fir diesen Stoff
sind keine aquatischen Toxizitdtsangaben vorhanden, jedoch werden fiir Ratten hohe
letale Dosen (orale LDso > 5 g/kg Korpergewicht) und fiir Fische hohe halbletale Kon-
zentrationen (LCso> 100 mg/l) angegeben (American International Chemical Inc.,,
2012). Insgesamt ist GMS als nicht gewassergefahrdend eingestuft (Institut fiir Arbeits-
schutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung, 2014). Zudem ist der Stoff bio-
abbaubar und kann, sofern er von Zellen aufgenommen werden sollte, im Fettsau-

restoffwechsel metabolisiert werden (Widianingsih et al., 2013; Los & Mironov, 2015).
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Eine Beeinflussung von Versuchskulturen durch GMS ist letztlich aufgrund verschiede-
ner Ursachen sehr unwahrscheinlich:

- Die im Material eingesetzten GMS-Konzentrationen sind aufgrund der Lebensmittel-
vertraglichkeit sehr gering, generell werden weniger als 3 % w/w GMS zum PP-
Rohpolymer hinzugegeben (Pionteck & Wypych, 2007, S. 179)

- Die Reinheit des Additivs ist mit 90 % sehr hoch, so dass keine Verunreinigungen mit
potenziell toxischen Stoffen wie beispielsweise Schwermetallen zu erwarten sind

- Der Stoff migriert zwar relativ schnell an die Polymeroberflache (Barnes, 1997), ver-
bleibt jedoch mit seinem hydrophoben Teil im Material verankert und wird passiv
kaum an die Umgebung abgegeben (Sakhalkar et al., 2002)

- GMS ist wasserunldslich (American College of Toxicology, 1982), wodurch ein Auswa-
schen aus dem Polymer durch wassrige Anzuchtmedien stark erschwert wird

Die oben genannten Faktoren gelten analog fiir die verwendeten Siegelfolien. Auch
wenn fir diese keine verlasslichen Informationen zu bekommen waren, welche Stoffe
auller den ausgewiesenen Polymer-Grundmaterialien in ihnen moglicherweise vor-
handen sind, sind alle fiur die Verwendung im Bereich der Lebensmittelverpackung
ausgewiesen. Somit sind u.U. enthaltene Additive hdchstens in Spuren enthalten und
sollten auch hier maximal an die Polymeroberflaiche migrieren, ein Entweichen von
Additiven aus dem Polymerverbund ist somit vernachlassigbar. Hinzu kommt, dass die
Flissigphase im Reaktor (die Kultursuspension aus Anzuchtmedium und Mikroorga-
nismen) so abgemessen wurde, dass kein Kontakt zwischen Fllssigkeit und Verschluss-
polymer bestand, wodurch ein Auswaschen von Additiven vermieden wurde.

Generell ist zu konstatieren, dass bei der Verwendung von Materialien, die im Nah-
rungsmittelbereich eingesetzt werden, keine toxischen Einflisse auf Kulturen von
Mikroalgen und Cyanobakterien zu erwarten sind.

Als problematisch erwies sich in den ersten Versuchen jedoch eine (gerade bei hohe-
ren Beleuchtungsdichten) zum Teil sehr starke Kondensation von Anzuchtmedium an
der Innenseite der Verschlussfolie, welche durch die Wirkung des Anzuchtsystems als
Strahlenfalle hervorgerufen wurde. Wahrend sichtbares Licht nahezu ungehindert die
Reaktormaterialien passieren konnte, stellten diese fiir langwellige Warmestrahlung

eine uniberwindbare Hiirde dar, was in Abbildung 6.1 gut zu erkennen ist.
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Abbildung 6.1: Wirkung der ReaktorgefaRe als Strahlungsfalle. Wie ersichtlich, ldsst das GefaBpolymer
langwellige Warmestrahlung nicht passieren. Die Aufnahme wurde mit einer Varioscan 3021-ST der
Firma InfraTec gemacht, im Messbereich von 7.000 bis 14.000 nm und einem angenommen Fla-
chenemissionskoeffizienten von 1, weshalb Haut- und GefdaRtemperaturen in der Darstellung verfalscht
wiedergegeben sind.

Dies flihrte dazu, dass sich das Medium durch Strahlungsabsorption der oberseitig ein-
fallenden Beleuchtung erwarmte, wahrend die Verschlussfolie aufgrund ihrer geringen
Absorption auf einem geringeren Temperaturniveau blieb. In Kombination mit den
geringen Permeabilitdten aller Verschlussmaterialien fiir Wasserdampf kondensierte
als Konsequenz das Medium an der oberen Reaktorinnenseite aus, was neben einer
verringerten Strahlungsdurchldssigkeit der Verschlussfolie vor allem zu einem verrin-
gerten Gaswechsel zwischen Systeminnen- und -aulRenseite flihrte. Da die Kondensati-
on nicht reproduzierbar ablief, ergab sich hierdurch eine starke Beeinflussung der Sys-
temeigenschaften, welche zu ungewollten Verfdlschungen von Versuchsergebnissen
flhrte. Als Losung wurde hierfiir ein abgewandelter bottom-cooling-Ansatz aus der In-
vitro-Kulturtechnik verwendet. Bei der Vermehrung von Pflanzen mittls In-vitro-
Techniken werden diese in geschlossenen Containern kultiviert was zu hohen Luft-
feuchten fiihren kann, da die im Anzuchtmedium enthaltene Fliissigkeit durch thermi-
schen Energieeintrag aufgrund der Beleuchtung evaporisiert. Um die Luftfeuchte zu
senken, gibt es den Ansatz des bottom cooling, bei dem die Versuchskulturen mit ihren
Containern auf eine im Vergleich zur Umgebungsluft kiihleren Flache platziert werden,
so dass UbermaRige Luftfeuchte im System an der Oberseite des festen Anzuchtmedi-
ums kondensiert (Vanderschaeghe & Debergh, 1987). In Anlehnung an diese Technik

wurde auch fir die in dieser Arbeit verwendeten, geschlossenen Reaktoren ein auf
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Temperaturdifferenzen beruhender top-heating-Ansatz verfolgt. Im Gegensatz zum
bottom cooling wurde jedoch die Reaktoroberseite erwarmt. Dies geschah durch einen
Luftstrom, welcher von oben auf die KulturgefaRe geblasen wurde und dessen Tempe-
ratur 2 °C Uber der Temperatur im restlichen Kulturraum lag. Auf diese Weise wurde
bevorzugt die Verschlussfolie erwdarmt, wodurch die Kondensationsraten in den fol-
genden Versuchen minimiert bis eliminiert wurden. Abbildung 6.2 zeigt einen Ver-
gleich von zwei Anzuchtbechern, wobei einer ohne und einer mit top heating kultiviert

wurde.

Abbildung 6.2: Seitenansicht von zwei Cyanobakterienkulturen, welche bei einer Raumtemperatur von
24 °C kultiviert wurden. Links: Anzucht ohne top heating, Kondensation an der Reaktoroberseite ist stark
vorhanden. Rechts: Anzucht mit top heating bei einer Temperaturdifferenz von + 2 °C der von oben
zugefiihrten Luft im Vergleich zur Umgebungstemperatur, Kondensation ist nicht vorhanden

Wie zu erkennen, fihrte die Verwendung des top-heating-Ansatzes zu einer nahezu
kompletten Eliminierung von Kondensat an der inneren Verschlussfolienseite. Bei Ver-
wendung des geschlossenen Einweg-Systems fiir Versuche mit Fllssigkulturen ist der
Einsatz luftfeuchtesenkender MaRnahmen zwingend erforderlich um einen guten Gas-
transfer durch den Verschluss zu ermoglichen. Die hier verwendete Methode zeigte

sich als praxistauglich und leicht umzusetzen und sei fiir weitere Versuche empfohlen.

6.1.1 Spektrale Transmissionseigenschaften der Reaktormaterialien

Die Reaktoren wurden stets auf Orbitalschittlern kultiviert, wodurch eine unter Um-
standen leicht inhomogene Lichtverteilung innerhalb der GefiRe durch die stete
Durchmischung der Kultursuspension ausgeglichen werden kann. Da jedoch aus der in

vitro Kultur von Mikrostecklingen bekannt ist, dass eine runde Gefallgeometrie zu ho-
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mogeneren Lichtverteilungen fiihrt als solche, die auf einer rechteckigen Grundflache
aufbauen (Huang & Chen, 2005), wurde durch die konische Reaktorform bereits eine
gute Voraussetzung fiir eine gleichmaRige Belichtung der kultivierten Organismen ge-
schaffen.

Um zu klaren, welcher Wellenlangenbereich von den verwendeten Materialien trans-
mittiert wird, wurden alle Polymermaterialien im Bereich von 200 bis 2600 nm spekt-
rometrisch vermesen. Die gemessenen Transmissionsspektren (siehe Abbildung 5.2)
zeigen fir alle Materialien dhnliche Verlaufe. Unterhalb von ca. 300 nm ist die Absorp-
tion durch die Plastikmaterialien sehr hoch, so dass kurzwellige UV-Strahlung so gut
wie nicht transmittiert wird. Dies deckt sich mit den in Abbildung 6.3 dargestellten op-
tischen Eigenschaften von Polypropylenmaterialien und weiteren Literaturangaben

(Camara et al., 2014).
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Abbildung 6.3: Extinktionsspektren verschiedener Polymer-Mikrotiterplatten (Held, 2009).

Diese sind zum einen mit koinzidierenden Quanten-Energiemengen der UV-Strahlung
sowie der Dissoziierungsenergie der Bindungen des Polymers erkldrbar, durch welche
Photonen dieser Wellenlangen verstarkt absorbiert werden. Zwar absorbiert Polypro-
pylen im reinsten Zustand im nahen UV kaum Strahlung, jedoch kdnnen Polymerisati-
ons- und Verarbeitungsfehlstellen sowie Katalysatorreste oder andere, fir Verarbei-
tung und Gebrauch zugesetzte Additive, zu UV-Absorption fihren (KI6pffer, 1978).

Als Konsequenz aus der hohen UV-Absorption durch die Reaktormaterialien sowie der
potenziellen physiologischen Beeinflussung, welche eine UV-Exposition auf biologische

Organismen hat (wie beispielsweise von Balan & Suraishkumar 2014 beschrieben) und
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welche vor allem bei der laserbasierten Anregung im Zuge von Raman-Messungen so-
gar destruktiv wirken kann (Tanaka et al., 2009), sind Messungen im Photobioreaktor
im UV-Bereich nicht praktikabel.

Im sichtbaren Spektralbereich absorbieren alle Materialien jedoch nur zu einem sehr
geringen Grad die einfallende Strahlung, so dass bei Transmissivitaten von ca. 90 % in
diesem Bereich von einer sehr hohen Durchldssigkeit gesprochen werden kann. Pho-
tometrische Messungen in diesem Wellenlangenbereich sind deshalb sehr gut durch-
fihrbar und die durch die Eigenabsorption der Materialien hervorgerufenen Messsig-
nale sind sehr gering. Zudem zeigten sich in den Ergebnissen der Materialmessungen
hohe Reproduzierbarkeiten einzelner Messungen, was auf dulerst konstante Materi-
aleigenschaften zwischen einzelnen Folienstiicken schlieBen lasst. Da alle Folienproben
jeweils von derselben Produktionscharge stammen, entspricht dies den Erwartungen.
Auch im NIR-Bereich weisen die Materialien extrem hohe Transmissivitdten auf und
auch fur diesen Bereich zeigten sich dullerst robuste spektrale Eigenschaften verschie-
dener Folienstlicke. Die hohen Absorptionssignale im Bereich von 1700 bis 1800 nm
sind dabei auf Oberton-Streckschwingungen der vorhandenen CH;- und CH3-Gruppen
der Polymermaterialien zurtickzufiihren (Furukawa et al., 2002).

Die auftretenden Wellenmuster in den Transmissionsspektren sind auf die glatten
Oberflachen der Folien zuriickzufiihren, wodurch es zwischen den Grenzflachen der
Folieninnen- und AuRenseiten zu wellenldangenabhangigen Interferenzeffekten kommt
(Larena & Pinto, 1992). Diese kdnnen zwar bei geringen Konzentrationen eines Zielana-
lytes dessen Spektrum Uberdecken und somit die Auswertung erschweren. Da im ver-
wendeten System jedoch Materialien derselben Produktionschargen verwendet wur-
den, welche konstante Transmissionseigenschaften aufwiesen, ist eine negative Beein-
flussung der spektralen Messungen unwahrscheinlich. Vielmehr ist davon auszugehen,
dass die Eigenextinktionen der verschlossenen Reaktorgefdalle einen derart konsisten-
ten Verlauf haben, dass sie beinahe als interne Standards angesehen werden kdnnen.
In den Versuchen, welche in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, wurde zwar mit PHB
ein Biopolymer als Zielanalyt ausgewahlt, dessen Absorptionsbanden sich mit jenen
der ReaktorgefalRe in gewissen Spektralbereichen leicht liberlagern, denkt man jedoch
den obigen Gedanken konsequent weiter, so kdnnten die (wenngleich schwach ausge-

pragten) Extinktionseigenschaften der ReaktorgefdafRe in Versuchen mit anderen Orga-
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nismen oder Inhaltsstoffen als verlassliche Standards dienen, welche eine genauere

Inhaltsstoffbestimmung ermdglichen kdnnten.

6.1.2 Gaswechsel-Messungen

Die Auswertung der durchgefiihrten Gaswechselmessungen zeigte deutliche Unter-
schiede in den Gasdurchldssigkeiten der verschiedenen Folienmaterialien. Wie in Ab-
bildung Abbildung 5.3 ersichtlich, wiesen einige Folientypen relativ geringe CO;-
Durchlassigkeit auf, einige Folien hatten hohere Permeationskapazitaten und zudem
gab es mit der verwendeten Haftsichtfolie ein Material, welches eine sehr hohe CO;-
Durchlassigkeit aufwies. Diese Ergebnisse entsprechen den Erwartungen und lassen
sich sowohl mit den Eigenschaften der Folienmaterialien selbst, den bei einigen Folien-
typen aufgebrachten Beschichtungen sowie weiteren verarbeitungstechnischen Eigen-
heiten erklaren.

Zundchst ist die molekulare Beschaffenheit des Polymers entscheidend. So hat unter
anderem die Polaritdt der Monomere einen Einfluss darauf, welche Gase bevorzugt
durch eine Folie permeieren kénnen. Unpolare Materialien fihren zu héheren Permea-
tionsraten fir unpolare Permeanden wie beispielsweise Kohlendioxid. So weisen Po-
lyolefine (was chemisch gesehen reinen C-H-Verbindungen entspricht) generell hbhere
Gaspermeationsraten auf als beipielsweise Polyamide (C-H-Verbindungen mit eingela-
gerten Stickstoffanteilen) oder andere Polymere (McKeen, 2012, S. 135 ff.). Die fir
Flachfolie OPP/PEM gemessene geringe CO>-Durchlassigkeit ist auf die Verwendung
von Polypropylen im Polymerverbund zuriickzufiihren, welches eine weit geringere
Gasdurchlassigkeit aufweist als beispielsweise reines Polyethylen geringer Dichte
(McKeen, 2012, S. 150 & 157). Die Tatsache, dass reines LDPE eine ca. 15-fache Perme-
ationskapazitat fir CO; besitzt wie PP, die in den Gaswechselmessungen ermittelten
Werte jedoch weit weniger voneinander abweichen, ist dadurch zu erklaren, dass in
der OPP/PEM-Folie Polypropylen lediglich als einzelne Schicht im Polymerverbund vor-
handen ist und mit 2 um eine sehr geringe PP-Schichtdicke vorhanden ist. Ahnliches
gilt fur die Folie Vario-Seal HB PP AF. Auch in dieser ist eine Barriereschicht aus PP ein-
gearbeitet, welche die Gaspermeabilitdt herabsetzt. Die untersuchte Siegelfolie mit
Mikroperforation weist generell eine relativ hohe Durchlassigkeit fiir CO; auf, jedoch

ist wie in Abbildung 5.3 ersichtlich eine groRe Streuung in den ermittelten Durchlassig-
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keiten vorhanden. Diese sind durch die Art der Mikroperforation bedingt. Die Lécher,
welches mittels Laser in die Folie eingebracht werden, weisen einen Durchmesser von
60 pum auf und erhohen prinzipiell die Gasdurchlassigkeit im Vergleich zu einer nicht-
perforierten Folie um ein Vielfaches. Jedoch wurden bei der in dieser Arbeit verwende-
ten Folie relativ wenige Perforationen eingebracht (lediglich drei Locher in Querrich-
tung mit einem mittleren Abstand von 6 cm zueinander in einem Langsabstand von 5
cm). Die geringe Perforationsdichte und die Tatsache, dass die einzelnen Lécher mit
bloRem Auge kaum zu erkennen waren, fiihrten wahrscheinlich dazu, dass in den CO,-
Durchlassigkeitsmessungen uneinheitliche Folienstiicke vermessen wurden, welche
teils mehr, teils weniger Locher pro vermessener Flache aufwiesen. Bedenkt man die
Schwierigkeit, einheitliche Folienstlicke zu erkennen, ist eine Verwendung dieser Folie
fur Wachstums- oder andere Versuche eher auszuschliessen, da nur sehr schwer re-
produzierbare Materialeigenschaften zu erzielen sind. Zudem sind die einzelnen Perfo-
rationen mit einer LochgréRe von 60 um relativ groR und kénnen unter Umstanden ein
ungewolltes Eindringen von Bakterien oder andere Verunreinigungen ermoglichen,
was zusatzlich einer Verwendung dieser Folie entgegensteht. Die vermessene MRX-
Folie aus PE sollte nach Herstellerangaben eine hohe Gasdurchladssigkeit aufweisen,
findet sich in den Versuchen jedoch eher im Mittelfeld der verschiedenen Folien wie-
der. Die relativ geringen gemessenen CO;-Permeabilitaten sind mit den Materialeigen-
schaften von LDPE nicht zu erkladren, auch eine Herstelleranfrage hierzu lieferte keine
abschlielende Erklarung. Die vermessene Haftsichtfolie aus LDPE zeigte eine hohe
Permeabilitat fur CO,, was den Erwartungen fiir dieses Material entspricht. Aufgrund
der sehr geringen Dicke dieser Folie ist jedoch ein Verschweillen schwierig und erfor-
dert einige Ubung, weshalb diese Folie im Handling als leicht problematisch anzusehen
ist.

Generell zeigte sich, dass vor allem Folien, welche komplett aus LD-Polyethylen beste-
hen bzw. einen hohen PE-Anteil aufweisen, hohe Permeationsraten aufweisen und
somit als Siegelfolie zu bevorzugen sind.

Erwahnt sei an dieser Stelle jedoch, dass lediglich Messungen mit CO; als Tracergas
durchgefihrt wurden und somit keine verlasslichen Aussagen bezliglich des Permeati-
onsverhaltens fiir andere Gase getroffen werden kdnnen. Auch wenn es Faustformeln

fir die verhaltnismaRigen Durchlassigkeiten fir CO,, O; und weitere Gase gibt, so sind
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diese lediglich grobe Richtwerte und konnen durch den Herstellungsprozess einer Fo-
lie, durch Additive oder andere Faktoren stark beeinflusst werden. Um neue Folien
beziglich ihrer Verwendbarkeit zu charakterisieren sollten deshalb neben CO; auch
weitere Gase fur Permeationspriifungen verwendet werden, was in dieser Arbeit je-
doch aus verschiedenen Griinden nicht durchgefiihrt wurde.

Flir noch hohere Gas-Transferraten bieten sich flir zukiinftige Versuche prinzipiell Ver-
schlussfolien oder Deckel an, welche liber eingearbeitete Membranen verfiigen, die
noch hohere Gasdurchldssigkeiten aufweisen als die in dieser Arbeit verwendeten Sie-
gelfolien. Diese werden beispielsweise in der in vitro Kultur von Pflanzen verwendet
und unter anderem von der Firma Combiness vertrieben (http://www.microbox-
container.com). Sehr zu beriicksichtigen ist hierbei jedoch, dass durch die oftmals ge-
nutzten Filter nicht nur hohe Gasaustauschraten fiir CO, und O; ermdglicht werden,
sondern mit zunehmender Gasdurchldssigkeit auch groRere Verluste von Kultursus-
pension bedingt durch erhdéhte Evaporationsraten einhergehen, da diese Filter Was-
serdampf nur in geringem MaRe zurlickhalten. Gerade letztgenannter Effekt kann bei
langeren Kulturdauern zu starken Verfalschungen von Messergebnissen (beispielswei-
se Zelldichtemessungen) fiihren, weshalb eine Eignung solcher Systeme zur Anzucht
von Mikroalgen sehr kritisch zu sehen ist.

Um den Gastransfer unter Verwendung der in dieser Arbeit genutzten Siegelfolien zu
erhohen bieten sich schlielllich einige Optionen an, die in den durchgefiihrten Versu-
chen auch teilweise realisiert wurden. Da die passiven Diffusionsprozesse durch die
Polymerfolien stark von Konzentrationsunterschieden der Gase (wie beispielsweise
CO2) zwischen der Reaktorinnen- und -aullenseite abhangig sind, konnen die Diffusi-
onsraten durch Erhéhung der Konzentrationsdifferenzen beeinflusst werden (Jackson,
2005). So sorgte die zur Vermeidung von Kondensation eingesetzte Heizung lber den
Reaktoren dafiir, dass durch den permanent lber die GefaBe stromenden, warmen
Luftstrom die Atmosphéare oberhalb der Siegelfolien stetig durchmischt wurde. Einer
COz-Verarmung direkt oberhalb der Gefidlle wurde somit aktiv entgegengewirkt. Zu-
dem konnten die geschlossenen Reaktoren in Klimakammern oder dhnlichen kontrol-
lierten Umgebungen gelagert werden, in denen die CO,-Konzentration durch Zugabe
von reinem CO; kinstlich erhéht wird. Dies wirde zu einer erhdhten CO»-

Verflgbarkeit fir die Organismen im Reaktor fihren, wodurch hohere kultivierbare
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Zelldichten moglich waren. Auf den letztgenannten Punkt wurde in dieser Arbeit je-
doch verzichtet, eine kinstliche COz-Anreicherung der Luft im Versuchsraum fand

nicht statt.

6.1.3 Bestimmung der Wachstumskapazitat des entwickelten Einwegreaktors

Wie in den ermittelten Wachstumskurven ersichtlich, war die Biomassezunahme im
geschlossenen System in allen Varianten bis zum 10. Versuchstag gleichwertig. Bei al-
len Varianten, welche mit Folie versiegelt wurden, stagnierte das Wachstum jedoch im
folgenden Versuchsverlauf. Da alle Materialien im VIS-Bereich eine hohe Strahlungs-
durchlassigkeit aufwiesen (vgl. Abschnitt 5.1.1) ist eine Lichtlimitierung als Ursache
hierflr auszuschlieRen. Betrachtet man zudem die fiir jene Materialien ermittelten
CO2-Durchlassigkeiten (vgl. Abschnitt 5.1.2), so fallt auch hier auf, dass kein direkter
Zusammenhang zwischen den CO.-Permeabilitditen und der beobachteten Wachs-
tumskapazitat (d.h. der maximal im geschlossenen System erreichbaren Zellzahl) er-
sichtlich ist. Als wahrscheinlichste Ursache der beobachteten Wachstumshemmung ist
deshalb nicht primar ein Kohlendioxidmangel, sondern vielmehr ein Uberschuss des
photosynthetisch gebildeten Sauerstoffs anzusehen, da dieser in sehr viel geringerem
MaRe durch die verwendeten Folien permeiert als CO;. Hierdurch akkumuliert der
Sauerstoff im Reaktor, wodurch die Photosyntheseaktivitat und andere Stoffwechsel-
wege inhibiert werden konnen. Auch wenn das Toleranzlevel gegeniber einem vor-
herrschendem 0,-Uberschuss stark vom jeweiligen Versuchsorganismus abhingig ist
(Pope, 1975), wurden in Versuchen mit Chlorella pyrenoidosa bei O;-Konzentrationen
ab 50 % der Umgebungsluft teilweise irreversible Schaden an den Versuchskulturen
beobachtet (Shelp & Canvin, 1980). Zudem koénnen lUbermaRige O;-Konzentrationen
auch andere Stoffwechselwege wie beispielsweise die Stickstofffixierung in Cyanobak-
terien hemmen (Berman-Frank et al., 2005), so dass sie generell zu vermeiden sind.
Reaktoren, welche lediglich mit Deckeln verschlossen wurden bieten bereits ein hohe-
res Wachstumspotential, vermutlich bedingt durch héhere Gasaustauschraten. Einzig
die diinne Adhasionsfolie ermdglichte im Vergleich zum Referenzsystem (mit Alufolie
verschlossene Erlenmeyerkolben) eine um ein Viertel hohere, maximal kultivierbare
Zelldichte von ca. 1 Milliarde Zellen pro Milliliter. Diese Erhohung der Kapazitat ist zum

einen auf die materialbedingt hoheren Gaspermeationsraten zuriickzufiihren (vgl. Ab-
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schnitt 6.1.2), zum anderen boten die Reaktoren durch die transparente Siegelfolie
eine bessere Lichtexposition der Kulturen im Vergleich zu den durch den Aluminiumfo-
lien-Verschluss leicht beschatteten Erlenmeyerkolben.

Hierbei sei erwdhnt, dass die erreichten Kulturdichten im Vergleich mit anderen An-
zuchtsystemen noch als eher gering anzusehen sind. So beschreiben beispielsweise Lee
& Palsson (1994) ein aktiv beliiftetes und mit LEDs beleuchtetes System, in dem Zell-
zahlen von bis zu 2 x 10° Zellen pro Milliliter erreicht wurden. Ein direkter Vergleich der
Systeme hinkt jedoch, da in dieser Arbeit allein aufgrund des gewahlten geschlossenen
Konstruktionsprinzips verringerte Gastransferraten vorliegen und zudem geringere
Beleuchtungsstarken genutzt wurden.

Die ermittelten signifikanten Unterschiede in den moglichen Kulturdichten bei Ver-
wendung unterschiedlicher Verschlussmaterialien traten erst bei erhéhten Zelldichten
im Laufe der durchgefiihrten Wachstumsversuche auf. Es ldsst sich somit feststellen,
dass die Wahl des Verschlussmaterials bei Versuchen kurzer Versuchsdauer bis maxi-
mal 12 Tagen, bzw. bei geringeren Biomassekonzentrationen auch liber noch langere
Zeitrdume, keinen Einfluss auf etwaige Versuchsergebnisse Ergebnisse hat. Bei Lang-
zeitkultivierungen und/oder hohen Biomassekonzentrationen sollten jedoch stets
diinne Folien aus Polyethylen geringer Dichte gewahlt werden, um eine optimale Kul-

turfihrung zu gewahrleisten.

6.1.4 Dauerkulturfiihrung im geschlossenen Einwegreaktor

Wie aus Abbildung 5.7 und Abbildung 5.8 ersichtlich, zeigten auch Kulturen, die (iber
mehrere Monate im geschlossenen Reaktorsystem unter diversen Bedingungen gela-
gert wurden (zumeist unter moderater Beleuchtung) Wachstumsaktivitat sobald sie
auf frische Anzuchtmedien tberfuhrt wurden. Dieser Effekt war bei Kulturen von Chlo-
rella vulgaris, Porphyridium purpureum und Nostoc muscorum gleichermalen zu be-
obachten. Da wahrend der Lagerung keinerlei Nahrstoffe auBer CO; in die geschlosse-
nen Systeme zugefiihrt wurde, kann mit Sicherheit behauptet werden, dass in den je-
weiligen Reaktoren dauerhafte Nahrstofflimitierung vorlag, welche ab einer gewissen
Kulturdauer auch wachstumslimitierend auf die jeweiligen Organismen wirkte. Zudem

dirften sich im Reaktor wachstumsinhibierende Stoffe, welche beispielsweise von
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Chlorella produziert werden (Pratt & Fong, 1940), angereichert haben und zusatzlich zu
einer Begrenzung der Kulturdichten gefiihrt haben.

Nach Ubergang der Kulturen in die stationdre Phase ist davon auszugehen, dass einzel-
ne Zellen abstarben und nachfolgend lysierten. Eine Anpassung des phototrophen
Stoffwechsels der Kulturen auf heterotrophe Verwertung der aus lysierten Zellen aus-
getretenen Inhaltsstoffe erscheint moglich und kénnte zur langen Uberlebensdauer
der Kulturen beigetragen haben. Auch ist die Bildung von lberdauerungsfahigen Ver-
mehrungsstadien wie Sporen in Chlorella eine wahrscheinliche Grundlage der beo-
bachteten Revitalisierung. Durch die Anreicherung der oben genannten Wachstums-
hemmer innerhalb der Reaktoren kommt es zu einem Stop der Freisetzung solcher
Sporen aus den Chlorella-Mutterzellen, so dass keine weitere Differenzierung dieser
Sporen und somit keine Vermehrung innerhalb der Kulturen mehr stattfindet
(Javanmardian & Palsson, 1992). Es ist zu vermuten, dass diese Dauerformen des Or-
ganismus nach Zugabe frischen Mediums fiir das beobachtete Wachstum verantwort-
lich waren. Die nach Lagerung ermittelten Teilungsraten der Kulturen von Chlorella
vulgaris waren anndhernd vergleichbar mit jenen originar vitaler Kulturen, was darauf
hindeutet, dass es zu einer Wiedererlangung des intrinsischen Wachstumspotenzials
kam. Die Teilungsraten waren dabei zwar insgesamt eher gering, aber aufgrund der
geringen Photonenstromdichten bei ihrer Anzucht erklarbar und durchaus mit Werten
anderer Autoren unter ahnlichen Anzuchtbedingungen vergleichbar (Manisha, 2007).
Auch N. muscorum ist zur Ausbildung von Sporen fahig (Allison et al., 1937), was in
diesem Versuch das Langzeitliberleben dieser Spezies ermoglicht haben diirfte. Aus
diesen Sporen dirften sich durch Anastomose im Folgenden wieder filamentose, vitale
Kolonien formieren (Lazaroff & Vishniac, 1962).

Porphyridium bildet motile Sporen aus (Pickett-Heaps et al., 2001; Pringsheim &
Pringsheim, 1949) und zeigt unter Stickstoffmangel eine vermehrte Akkumulation von
Carotinoiden, durch welche die Zellen stark rot erscheinen, wahrend gleichzeitig Chlo-
rophyll und Phycoerythrine abgebaut werden (Levy & Gantt, 1990; Guihéneuf & Sten-
gel, 2015). Nach Uberfiihrung Vollmedium regenerieren solche Kulturen ihre Chloro-
phyll- und Phycoerythringhalte (Guihéneuf & Stengel, 2015). Die Autoren zeigen hier-
bei einen Anstieg der Phycoerythrinkonzentration nach 7 Tagen, bei anndhernder

Wiedererlangung der urspriinglichen Zellpigmentierung. Das Regenerationsverhalten
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der Kulturen in dieser Arbeit zeigte jedoch eine Grinfarbung. Moglicherweise wurden
Chlophylle eher resynthetisiert als Phycoerythrine, welche optisch entsprechend mas-
kiert wurden, jedoch ist auch nicht auszuschlieRen, dass eine Kontamination der ur-
springlichen Kultur vorlag, welche nach Rekultivierung bevorzugt anwuchs und die
erwarteten rotgefarbten Zellen von Porphyridium Uberwucherten. Letztlich kann ge-
sagt werden, dass es auch in dieser Kultur eine wie auch immer geartete Wiederbele-
bung des Wachstums gab.

Die Durchlassigkeit der verwendeten Siegelfolie fiir Sauerstoff und CO, dirfte die
Uberdauerung der Kulturen positiv unterstiitzt haben, da so zumindest in geringem
Male Stoffwechselaktivitaiten dauerhaft erhalten werden konnten.

Eine Eignung des Systems fir weitere Organismen analog zu Routineverfahren, wie
Kryokonservierung und Gefriertrocknung (Acreman, 1994) oder die Immobilisierung in
getrockneten Agarblocken (Syiem & Bhattacharjee, 2010) ist zu erwarten. Inwiefern
die genetische Stabilitdt der Kulturen im entwickelten Reaktorsystem mit jener der
oben genannten Methoden vergleichbar ist, ist ungeklart und ware vor einer Anwen-
dung des Systems zur Langzeitlagerung photoautotropher Kulturen ebenso zu untersu-
chen.

Insgesamt lasst sich konstatieren, dass die entwickelten Reaktoren in gewissen Gren-
zen neben ihrer Funktion als Anzuchtsystem auch zur Langzeitaufbewahrung von pho-
totrophen Organismen verwendet werden kénnen, vor allem wenn diese in der Lage

sind Uberdauerungsfahige Zelltypen wie Sporen auszubilden.
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6.2 Optische In-situ-Analysen

6.2.1 NIR-Messungen optischer Dichten

Durch die Verwendung eines extinktionsbasierten Messprinzips ergeben sich stets ge-
wisse Vor- und Nachteile. Vorteilhaft ist die schnelle Messdauer fur eine einzelne Pro-
be, welche bei finf bis sieben Sekunden liegt. Hierdurch ist ein sehr hoher Proben-
durchsatz von bis zu 20 Proben pro Minute moglich, was fir den praktischen Einsatz in
Experimenten mit hohen Probenzahlen unabdingbar ist.

Als nachteilig ist anzusehen, dass es gewisse Grenzen gibt, in denen das System arbei-
tet. Bei zu geringen Zellzahlen sind die Messwerte vom Medium-Blindwert praktisch
nicht unterscheidbar. Auch zu hohe Zellzahlen sind ein Problem, da der nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz gegebene lineare Zusammenhang zwischen Extinktion und
Zellkonzentration ab einer gewissen Kulturdichte in eine nicht-lineare Korrelation
Ubergeht. Sattigungseffekte bei der Strahlungsaufnahme der Kultur fiihren hierbei un-
ter Umstdanden zu einer Unterschatzung der tatsdchlichen Zellkonzentration. Der tat-
sachlich nutzbare Messbereich ist somit beidseitig eingeschrankt und muss fir jede
Kultur neu bestimmt werden. Diese Einschrankung kann durch die Auswahl entspre-
chender Messwiderstande jedoch zumindest teilweise aufgehoben werden.

Durch Verdnderungen in den Umweltbedingungen (beispielsweise eine qualitative An-
derung im Beleuchtungsspektrum) verandert sich der zellulare Pigmentapparat unter
Umstanden stark (Grossman, 2003), was bei Zelldichtemessungen im sichtbaren Spekt-
ralbereich zu falschen Messergebnissen fiihren kann. Durch die Verwendung von opti-
schen Komponenten, die vor allem im nah-infraroten Spektralbereich arbeiten, konn-
ten Absorptionseffekte durch Pigmente vermieden werden und eine verldsslichere
Kulturdichtemessung wird, wie bereits von anderen Autoren ausfiihrlich beschrieben
(Myers et al., 2013), generell ermdoglicht. Zudem wurde durch den Fit einer Logarith-
musfunktion an Stelle einer linearen Funktion, wie u.a. von Ribeiro Rodrigues et al.
(2011) vorgeschlagen, der durch Beschattungseffekte einzelner Zellen bei hohen Zell-
dichten verringerten Extinktion Rechnung getragen und somit die Genauigkeit der on-
line-Zelldichtenbestimmung optimiert. Die bereits von anderen Autoren beschriebene
Problematik der temperaturbedingten Emissionsintensitdat von LED-Lichtquellen

(Sandnes et al., 2006) und der daraus u.U. resultierenden Verfalschung von Messwer-
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ten wurde in dieser Arbeit durch Relativmessungen umgangen, indem die gemessenen
Extinktionen stets auf einen Blankwert (mit Anzuchtmedium gefiillte Reaktorschale)
bezogen wurden.

Es zeigte sich, dass das entwickelte System verlassliche, nicht-invasive Messungen von
Kulturdichten Uber einen breiten Messbereich im laufenden Reaktorbetrieb ermog-
licht, welche mit konventionellen, invasiven Spektrometermessungen gut korrelieren.
Kritisch sei an dieser Stelle die BezugsgroRRe der Zelldichte in Zellen pro Milliliter zu
hinterfragen, da sich die GroRRe einzelner Zellen im Kulturverlauf und auch bedingt
durch Umwelteinfliisse verandern kann (Lee & Palsson, 1994; Kim et al., 2014). Eine
Kalibrierung der online erfassten Extinktionssignale auf gravimetrische Biomasseanga-
ben in Gramm pro (Milli-) Liter Kultursuspension erscheint fiir zukiinftige Anwendun-

gen als robustere Alternative.

6.2.2 Chlorophylifluoreszenz-Messungen

Generell erlauben Chlorophylifluoreszenzmessungen eine Aussage, liber die momen-
tane Leistungsfahigkeit eines Organismus, einfallende Lichtenergie in photochemi-
schen Prozessen zu verwerten (Baker, 2008). Im Vergleich mit dunkeladaptierten
Pflanzen, welche bei optimaler Fotosyntheseleistung Werte von 0,8 fir die maximale
Quantenausbeute erreichen kénnen, sind diese Werte bei Cyanobakterien weitaus
geringer und liegen im Bereich von 0,4 bis 0,6 (Campbell, 1998) oder sogar darunter
(Schuurmanns et al., 2015). Ursachlich hierfir ist vor allem, dass die in Cyanobakterien
enthaltenen Phycobilline hochgradig fluoreszent sind (Beutler, 2003) und vor allem zur
gemessenen Grundfluoreszenz (Fo) beitragen, wahrend die variable Fluoreszenz aus-
schlieflich vom Photosystem Il herriihrt (Campbell, 1998). Dies erklart, warum die ge-
messenen Quantenausbeuten-Werte (siehe Abbildung 5.13) auch bei Versuchskultu-
ren, welche unter keinerlei Mangelsymptomen litten, nie héher als 0,4 lagen. Da zu-
dem die Kulturdichte Einfluss auf das Ergebnis der gemessenen Ausbeuten hat (Ting &
Owens, 1992) und vor allem die Varianten, welche unter Mangelbedingungen angezo-
gen wurden, geringe Frischmassegehalte hatten, ist nicht auszuschlieRen, dass diese
geringen Probenmengen (im genutzten Versuchsaufbau) die Ergebnisse verfalscht ha-
ben. Der sichtbare Pigmentabbau in einigen Mangelkulturen bei langeren Kulturdauern

trug dazu bei, dass einige der Messwerte mit daulSerster Vorsicht zu betrachten sind. Ein
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ursachlicher Zusammenhang zwischen intrazellularen PHB-Gehalten und gemessenem
maximaler photosynthetischer Quantenausbeute war letztlich nicht erkennbar, so dass
zumindest reine Effizienzmessungen dunkeladaptierter Kulturen ohne die Aufnahme
detaillierterer Kinetiken Gber langere Messzeitraume nicht sinnvoll erscheinen.
Messungen dieser Kinetiken und deren Verwendung als Vorhersagedaten zur PHB-
Bestimmung brachten jedoch auch keine stabilen Ergebnisse, weshalb sie in dieser
Arbeit nicht weiter vertieft wurden. Ursachlich fiir die schlechten Korrelationen zwi-
schen Fluoreszenzdaten und PHB-Gehalten kénnten auch bei den Kinetikmessungen
die oben genannten geringen Biomassemengen in einigen Reaktoren im betrachteten
Versuchslauf gewesen sein, Veranderungen in der Zellpigmentierung, sowie eventuell
eine nicht auf Cyanobakterien optimierte Auswahl der Anregungswellenldange gewesen
sein. Die (in anderen Versuchen) beobachtete enge Korrelation zwischen Carotinoid-
und PHB-Gehalten war in diesem Fall nicht hilfreich, da mogliche Fluoreszenzsignale
von Carotinoiden um den Faktor 102 bis 103 geringer sind als jene der Chlorophylle
(Kleinegris et al., 2010) und von diesen maskiert wurden.
Die Nutzung von Chlorophyllifluoreszenz-Messsystemen mit mehrfarbigen Anregungs-
lichtquellen kénnte deshalb unter Umstanden zu valideren Ergebnissen fihren.
Insgesamt seien an dieser Stelle jedoch Schuurmans et al. (2015) zitiert:

“Based on the above observations we recommend that PAM measurements in

cyanobacteria are interpreted only qualitatively.”
Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass eine negative Beeinflussung der Fluoreszenzmes-
sungen durch die ReaktorgefdaBe durch die Wahl des Versuchssetups minimiert wurde.
Wie in Abbildung 6.4 ersichtlich, unterschieden sich Messungen, welche durch die Re-
aktorschale hindurch geschahen von jenen, welche in einem Versuchsaufbau durchge-
fihrt wurden, in dem keinerlei Plastikmaterial im Strahlengang vorhanden war. Wur-
den die Messungen jedoch durch die Siegelfolie realisiert, ergaben sich lediglich Ab-

weichungen, welche im Bereich der Messungenauigkeit lagen.
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Abbildung 6.4: Ergebnisse von Chlorophyllfluoreszenzmessungen an derselben Kultur von Chlorella vul-
garis. Die Messungen fanden direkt an der Kultursuspension statt (griin) bzw. durch die Reaktorschale
(blau) sowie die Siegelfolie (rot) hindurch. Gezeigt ist jeweils der Quotient aus variabler und maximaler
Chlorophyllfluoreszenz der Proben bei Messung nach 30 Minuten Dunkeladaption. Es wurden je Varian-
te 3 Wiederholungen vermessen.

6.2.3 VIS-Spektroskopie

6.2.3.1 Vergleich von Kiivetten- und In-situ-VIS-Spektren

Aufgrund der dufBlerst unterschiedlichen Geometrie der geschlossenen Reaktoren im
Vergleich mit Kivetten galt es zu klaren, inwiefern im Reaktor aufgenommene Spek-
tren mit solchen, die in Kiivetten gemessen wurden, direkt vergleichbar sind. Hierbei
zeigte sich, dass Spektren, die in Kiivetten aufgenommen wurden hohere Extinktionen
zeigten als solche, die direkt im Reaktor gemessen wurden. Dieser Effekt war umso
starker, je naher die Reaktorbehélter an der Detektoroffnung des Spektrometers plat-
ziert wurden. Da in den gemessenen Extinktionsspektren neben Absorptionssignalen18
auch Streulichtverluste enthalten sind, ist es sehr wahrscheinlich, dass vor allem ver-
schieden hohe Intensitaten dieser Streueffekte zu den beobachteten Unterschieden
flihrten. In der folgenden Abbildung 6.5 ist das bereits in Abbildung 4.5 gezeigte Ver-

suchssetup inklusive vermuteter Wege fiir Streulichtverluste dargestellt.

8 Auf eine explizite Zuordnung der beobachteten Extinktionspeaks in den Algensuspensionen, welche
auf die Absorption durch Chlorophylle und Carotinoide zurilickzufiihren ist, sei an dieser Stelle verzich-
tet, da dies ausfiihrlich fiir die in spateren Versuchen untersuchten Nostoc-Kulturen in Abschnitt 6.2.3.4
geschieht und die zugrunde liegenden Pigmente in weiten Teilen die gleichen sind.
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Abbildung 6.5: Ubersicht der Probenpositionierung innerhalb des verwendeten Spektrometers bei
Durchfiihrung von Extinktionsmessungen in Klvetten (1), in einer Halterung fixierter Reaktorbehilter (2)
sowie bei Platzierung der Reaktorgefafe direkt vor der Detektoroffnung (3). In Gelb ist die Richtung des
Strahlenganges skizziert, in Rot mogliche Richtungen von Streulichtverlusten.

Wie ersichtlich, ist der Strahlengang bei Durchtritt durch die Klivette sehr eingeengt,
da hinter der Probe ein Austrittsschlitz in der Kiivettenhalterung vorhanden ist, wel-
cher lediglich eine Breite von ca. 5 mm hat. Hierdurch bleibt ein GroRteil des Streu-
lichts in der Halterung ,gefangen®. Dies betrifft vor allem riick- und seitwarts gestreu-
tes Licht, welches lediglich nach mehrfachen Streuungsvorgangen wieder in den Detek-
tor gelangen kann. Vorwarts gestreutes Licht ist zu einem geringen Teil betroffen, je-
doch dirften auch hiervon Teile in der Kiivettenhalterung verbleiben.

Bei Messungen in Reaktorbehaltern, welche in mittlerer Position im Spektrometer fi-
xiert wurden (Position 2 in obiger Abbildung 6.5), sind die Extinktionen insgesamt ge-
ringer. Vor allem die Betrachtung der in Abbildung 5.14 gezeigten Tusche-Spektren,
welche lediglich im blauen Spektralbereich Absorptionsbanden zeigen und vor allem
Anstiege zum Kurzwelligen iber den gesamten Messbereich zeigen, legen den Schluss
nahe, dass dies auf verminderte Streulichtverluste zurickzufihren ist, da Lichtstreuung
mit abnehmender Wellenlange in der Regel zunimmt (Cox et al., 2002). Diese Vermu-

tung wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass bei einer Platzierung der Probe di-
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rekt vor der Detektoréffnung die Signalintensitat der Spektren weiter abnimmt. Durch
die Detektorndhe werden Streulichtverluste minimiert, da auch seitwarts gestreutes
Licht nach Reflektion an der Innenseite der Reaktorwande in die als Ulbrichtkugel kon-
zipierte Detektorkammer gelangt. Dieser Einfluss der Probenplatzierung auf die resul-
tierenden Spektren wurde auch von Gaigalas et al. (2009) beobachtet, wobei die Auto-
ren zudem eine theoretische Betrachtung und Modellierung der Streulichtverluste in
ihrer Arbeit inkludieren.

Durch eine gezielte Auswahl der Probenplatzierung kann somit eine Minimierung von
Streulichtverlusten erfolgen und so verhaltnismaRig reine Absorptionsspektren aufge-
nommen werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass auch die in Extinktionsspektren
inkludierten Streulichtsignale unter Umstdanden wertvolle Informationen uber die
Morphologie der zu vermessenden Probe enthalten kénnen und ihre Eliminierung so-
mit nicht a priori wiinschenswert ist (Spear et al., 2009). So hat beispielsweise die Par-
tikelgrofRe in einer Probe starken Einfluss auf das wellenlangenabhangige Streuverhal-
ten derselben, wodurch starke Streulichtvariation in den Messergebnissen hervorgeru-
fen werden konnen (Lasch, 2012), welche in extremen Fallen bis zu 99 % der Varianz
zwischen verschiedenen Messspektren ausmachen kénnen (Stark et al., 1986).

Die in den Spektren zudem beobachtete relative Verringerung der Extinktionsintensita-
ten an Extinktionspeaks ist vor allem auf probeninharente Effekte wie beispielsweise
Sieb- und Packungseffekte von Suspensionen vor allem in Bereichen von starker Pig-
mentabsorption zuriickzufiihren, welche durch Selbstbeschattung innerhalb der Pro-

ben entstehen (Das et al., 1967).

6.2.3.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-VIS-Spektroskopie

Bei der Durchfiihrung von Extinktionsmessungen sind generell immer leichte Abwei-
chungen zwischen Wiederholungen einzelner Messungen an derselben Probe zu be-
obachten, welche auf verschiedenste Ursachen zuriickzufiihren sein kénnen. Um die
Starke dieses Effekts bei Messungen im geschlossenen Reaktorsystem abschatzen zu
konnen wurden Wiederholungsmessungen an derselben Probe durchgefiihrt und die
Abweichungen zwischen den Wiederholungen betrachtet. Die in Abbildung 5.15 und

Abbildung 5.16 dargestellten Spektren zeigen, dass diese Abweichungen bei Kivet-
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tenmessungen am geringsten sind, wahrend dieser Messfehler bei Messungen direkt
im Reaktor auf das Vierfache ansteigen kann.

Generell sind Inhomogenitaten in der Partikelverteilung innerhalb von Suspensionen
eine der Hauptursachen fiir divergierende Ergebnisse bei der wiederholten Vermes-
sung derselben Probe. Ursachlich hierfiir ist das Absinken einzelner Zellen innerhalb
der Kultursuspension im Laufe der Messungen. Hierdurch kann sich die tatsachliche
Partikelkonzentration im Strahlengang der Messlichtquelle Uber die Zeit andern und
somit gestorte Extinktionsspektren bedingen. Diesem Effekt wurde durch einen Ver-
suchsaufbau mit vertikalem Strahlengang begegnet, in welchem die einzelnen Zellen
auch bei Absinken im Strahlengang verbleiben, wodurch Stérungen zwar nicht ausge-
schlossen, jedoch weitestgehend minimiert wurden.

Auch kann eine nicht komplett akkurat reproduzierte Einbringung der Probengefile in
den Strahlengang zu leichten Messfehlern gefilihrt haben. Wahrend dieser Effekt bei
Messungen in Kivetten minimal war, da der Kiivettenhalter eine gute Fixierung der
Probe garantierte, ist es vor allem der Einfluss dieser Fehlerquelle, der bei Messungen
im ReaktorgefaR deutlich wird. Das in Abbildung 5.16 gezeigte Ausreillerspektrum
wurde hierfiir gezielt erzeugt, um diesen Effekt zu verdeutlichen. So erhéhen sich die
gemessenen Extinktionswerte drastisch, wenn die Reaktorbehalter schief in den Strah-
lengang eingebracht werden und zeigen die eminente Bedeutung einer akkuraten Pro-
benausrichtung fir die Durchfiihrung reproduzierbarer Messungen. Bei korrekter Re-
aktorfixierung im Strahlengang lag der Messfehler in Spektralbereichen mit geringer
Extinktion ungefahr bei der doppelten Spannbreite der Kivettenmessungen, was an-
gesichts der bisher nicht gegebenen Standardisierung des entwickelten Reaktorsys-
tems im Vergleich zu kommerziellen Systemen als sehr gut anzusehen ist. Kritisch ist
hingegen, dass sich der Fehler in Bereichen starker Absorptionssignale auf das Dreifa-
che des Kivettenwertes erhoht. Die Inhomogenitat iber den VIS-Bereich ist zwar auf-
grund ihrer sehr geringen Intensitat bei reinen Extinktionsmessungen in der Praxis ver-
nachldssigbar, gerade jedoch bei der Durchfihrung polarisationsspektroskopischer
Messungen welche (besonders im Fall der CD-Spektroskopie) auf sehr geringen Signal-
intensitaten beruhen kann dies jedoch zu einer Verzerrung der gemessenen Spektren

fihren. Wie gesehen gilt dies jedoch auch in geringerem MaRe fir Messungen in
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Kivetten und ist somit kein rein reaktorspezifisches Problem und kann bei korrekter

Probenfixierung minimal gehalten werden.

6.2.3.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten VIS-Bereich

Anhand der Extinktionsspektren reiner PHB-Suspensionen sollten zunachst jene sicht-
baren Spektralbereiche identifiziert werden, in denen PHB eine selektive Absorption
aufweist. Bei Betrachtung der in Abbildung 5.17 dargestellten Extinktionsspektren zeig-
te sich jedoch, dass keinerlei Extinktionspeaks gefunden wurden.

Dies war zu erwarten, da PHB keine konjugierten Doppelbindungssysteme oder andere
Molekilstrukturen aufweist, welche eine starke Absorption sichtbaren Lichts ermégli-
chen. Dass trotz allem eine Konzentrationsabhangigkeit der spektralen Intensitaten
beobachtbar war, liegt vor allem am Streuanteil der Extinktionssignale, welcher durch
die feinen PHB-Partikel in den vermessenen Suspensionen verursacht wurde. Es zeigte
sich in allen Spektren mit Ausnahme der hdchsten Konzentrationsstufe ein typischer,
zum kurzwelligen Spektralbereich hin leicht ansteigender Extinktionsverlauf, welcher
auf eine Kombination von Mie- und Rayleigh-Streuung zurlickzufiihren sein diirfte. Der
PHB-selektive Anteil der Rayleigh-Streuung ist hierbei zweitrangig, da diese vor allem
von solchen Partikeln hervorgerufen wird, welche sehr viel kleiner sind als die GroRRe
der Wellenlangen im sichtbaren Spektralbereich. Solche Partikel sind beispielsweise
PHB-Monomere, welche in den hergestellten PHB-Suspensionen jedoch nur einen sehr
geringen Stoffanteil ausmachen. Den Hauptanteil bilden hoéhermolekulare PHB-
Polymere, welche fiir Mie-Streueffekte verantwortlich sind. Zwar weist diese Art der
Streuung eine geringere Wellenlangenabhangigkeit auf als Rayleigh-Streuung, doch
auch sie bedingt leicht zum kurzwelligen Spektralbereich ansteigenden Extinktionswer-
te (Cox et al., 2002).

Bei Betrachtung der Extinktionsspektren sowie der berechneten Extinktionskoeffizien-
ten (Daten nicht gezeigt) fallt auf, dass sehr hohe Konzentrationen zu abweichenden
Ergebnissen fihrten. Dies ist durch eine Unterschatzung der Extinktion bei hoch kon-
zentrierten Proben bedingt, welche durch Mehrfachstreuung innerhalb der Suspension
erklarbar ist (Cox et al., 2002). Dass auch geringe Konzentrationsstufen zu stark abwei-
chenden Extinktionskoeffizienten fihrten ist vermutlich darauf zurickzufiihren, dass

die Sensitivitat des verwendeten Versuchsaufbaus zu gering war, um derart schwach
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konzentrierte Suspensionen (welche per bloRem Auge durchsichtig erschienen) quanti-
tativ zu vermessen. Die vorliegenden Ergebnissen legen somit nahe, dass mit dem ge-
nutzten Versuchsaufbau ein Konzentrationsbereich von ca. 10 - 250 mg - I'* verl&sslich
guantitativ auswertbar ist.

Erschwert werden die Analysen jedoch durch die im Bereich von 550 bis 800 nm auf-
tretenden Wellenmuster in den Extinktionsspektren. Diese sind auf Interferenzeffekte
innerhalb der Becher- und Siegelfolien zurickzufiihren und kénnen (wenngleich sie
sehr geringe Absolutintensitaten aufweisen) gerade bei extrem gering konzentrierten
Analyten eine Quantifizierung erschweren. Es zeigte sich jedoch, dass die beobachte-
ten Interferenzsignale und deren probenspezifische Variation derart gering waren,
dass sie bei der Vermessung der fir diese Arbeit relevanten PHB-
Konzentrationsbereiche lediglich als Rauschanteil in den im weiteren Versuchsverlauf
erstellten Regressionsmodellen auftauchten.

Im Hinblick auf eine In-vivo-Quantifizierung von PHB sei anzumerken, dass intrazellula-
res PHB an Enzyme und Biomembranen gebunden vorliegt. In Kombination mit der
Tatsache, dass bereits die Zellmembranen und andere Komponenten der untersuchten
Organismen Licht streuen, fiihrt dies dazu, dass die an reinem PHB aufgenommenen
Extinktionsspektren als Referenz fir spatere Quantifizierung direkt im Organismus
nicht 1:1 verwendbar sind, da PHB-spezifische Absorptionssignale fehlen und die
Streuung der Reinsubstanz sich stark von der in zelluldren Organismen unterscheidet.
Eine direkte und nicht-invasive Quantifizierung von intrazellularem PHB im sichtbaren

Spektralbereich im geschlossenen Reaktorsystem scheint somit kaum maoglich.

6.2.3.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Anhand der in Abbildung 5.18 dargestellten Spektren sollen zunachst die ersichtlichen
Veranderungen der Rohspektren im Kulturverlauf diskutiert werden. Als ,Referenz” ist
hierbei die Variante anzusehen, welche in ES-Medium unter optimalen Kulturbedin-
gungen angezogen wurde. Sichtbar sind hier die Qy-Banden des Chlorophylls bei ca.
680 nm und Auslaufer der Soret-Bande bei Wellenldangen unter 450 nm, welche jedoch
mit den Absorptionsbanden der intrazellularen Carotinoide lberlappen, die bis in den
Bereich von 500 nm hineinragen (Canto de Loura et al., 1987). Des Weiteren tragen

Phycobilline zur Absorption der Zellen bei, wodurch eine ausgepragte Bande bei ca.
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620 nm zu sehen ist, welcher auf phycocyaninbedingte Absorption zurlickzufiihren ist,
sowie eine erahnbarere Bande bei ca. 560 nm, der auf Absorption durch Phycoerythrin
basiert (Ranjitha & Kaushik, 2005). Der in allen Spektren beobachtbare leichte, lineare
bis exponentielle Anstieg in den Extinktionswerten im kurzwelligen Wellenlangenbe-
reich ist auf Streueffekte zurlickzufiihren, welche bei kleinen Partikeln in Suspension
stets zu beobachten sind (Merzlyak et al., 2008). Zuséatzlich zu den erwahnten spezifi-
schen Absorptionssignalen, sowie der nicht-selektiven, der Mie- und der Rayleigh-
Streuung sind in allen gemessenen Extinktionsspektren spezifische Streulichtsignale
enthalten. Diese sind wellenlangenabhangige Intensitdatsunterschiede der Streulichtan-
teile, welche in biologischen Systemen an die Absorptionseigenschaften der Pigmente
gekoppelt sind und vor allem in langwelliger Nachbarschaft zu Bereichen mit hoher
Absorption zu Uberproportional hoher Lichtstreuung fiihren (Latimer & Rabinowitch,
1959). Diese selektiven Streulichteinflliisse auf die gemessenen Extinktionsspektren
waren zwar mit Hilfe einer Ulbrichtkugel und entsprechenden Versuchssetups zu eli-
minieren gewesen, jedoch war dies in den durchgefiihrten Versuchen aufgrund der
groflen ReaktorgefalBvolumina nicht praktikabel, weshalb in allen Spektren diese nicht
weiter aufgeschliisselten Streulichteffekte enthalten waren.

Bei Versuchsvarianten, welche unter optimalen Kulturbedingungen angezogen wur-
den, veranderte sich das Aussehen der Extinktionsspektren im Kulturverlauf nur sehr
geringfligig, was vor allem durch die Zunahme an Biomasse begriindet ist. Bei den
Mangelvarianten kam es zu einer verringerten Extinktion im Bereich der roten Chloro-
phyllbande sowie vor allem im Bereich der phycobillinbedingten Absorptionsmaxima.
Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Canto de Loura et al. (1987), wonach
Cyanobakterien unter Stickstoffmangel zum Abbau ebenjener Pigmente neigen, bzw.
wonach speziell in Nostoc muscorum der Chlorophyligehalt nur gering variiert, wah-
rend vor allem Phycocyaningehalte unter Stressbedingungen stark verringert sind
(Srivastava, 2010).

Da Nostoc die Fahigkeit zur Stockstofffixierung besitzt, welche in speziell differenzier-
ten Heterozysten stattfindet, ist zudem ein morphologischer und physiologischer Um-
bau der Organismen unter entsprechenden Mangelbedingungen zu erwarten. Bei die-
ser Umdifferenzierung werden zum einen stark verdickte Zellwande gebildet (Almon &

Bohme, 1980), was die Streueigenschaften der Kultursuspension beeinflussen kann.
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Zum anderen finden auch Pigmentveranderungen statt, wobei vor allem am Photosys-
tem Il verringerte Chlorophyllgehalte und beinahe keine Phycobilline zu messen sind
(Almon & Béhme, 1980), wodurch sich auch die Absorptionseigenschaften verandern.
Wenngleich das Auftreten von Heterozysten nicht explizit untersucht wurde, dirften
sich die optischen Eigenschaften der Kultursuspension auch durch eventuell vermehrt
auftretende Heterozysten verdandert haben. AbschlieBend sei auf das Vorkommen von
photorezeptiven Pigmenten wie Cyanobakteriochromen hingewiesen, welche zwar in
Cyanobakterien weit verbreitet sind und je nach Pigment vom UV-Bereich bis in den
roten Spektralbereich an verschiedensten Wellenlangen Licht absorbieren kénnen
(Hirose et al., 2016), aufgrund ihrer rezeptiven Funktion jedoch in eher geringem MaRe
intrazellular vorkommen und die gemessenen Extinktionsspektren nur minimal beein-
flusst haben diirften. Uber das genaue quantitative Vorkommen dieser Pigmente unter
verschiedenen Anzuchtbedingungen kann jedoch nur gemutmalit werden, weshalb
diese im Folgenden nicht weiter betrachtet werden.

Eine Veranderung in den gemessenen Spektren, welche direkt auf den PHB-Gehalt
schlieBen lasst, war somit nicht erkennbar, vielmehr waren lediglich generelle
Stresseffekte und dadurch hervorgerufene Veranderungen der Zellmorpholigie sowie
im Pigmentapperat der Zellen vorhanden. Dies deckt sich mit den aus den erstellten
Regressionsmodellen herausgearbeiteten Ergebnissen, welche im Folgenden diskutiert
werden.

Die im ausfuhrlich beschriebenen 4. Versuchsdurchgang erreichte Vorhersagegite von
3,75 mg - I ist, bei einer insgesamt vorhandenen Bandbreite der im Reaktor vorherr-
schenden PHB-Konzentrationen von 22,65 mg - I'* als annehmbar anzusehen.
Betrachtet man die Einfliisse der verschiedenen Wellenlangenbereiche auf das Regres-
sionsergebnis (Abbildung 5.20), so fallt auf, das in der ersten Faktorstufe (welche in
ihrer Form in etwa dem Mittelwertspektrum aller vermessenen Proben entspricht) vor
allem Informationen zu den gemessenen Streulichtanteilen enthalten sind, was sich
durch den quasi linearen Anstieg zum kurzwelligen Spektralbereich begriinden lasst,
welcher charakteristisch fiir reine Streuung ist (Merzlyak et al., 2008). Der Verlauf der
zweiten Faktorstufe ist physiologisch nicht sinnvoll zu erklaren, was sich mit der Tatsa-
che deckt, dass die zweite Komponente nur einen geringen Teil der Gesamtvarianz des

Datensatzes erfasste (siehe Abbildung 5.20). In den Komponenten drei und vier sind
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vor allem jene Regionen effektiv, in denen die intrazellular vorhandenen Pigmente
absorbieren. Fiir die Komponente 3 ist dies vor allem der Bereich von 470 bis 600 nm,
in dem die in Nostoc vorhandenen Phycobilline absorbieren (Ranjitha & Kaushik, 2005).
Flir die Komponenten drei und vier ist zudem der Bereich der Qy-Bande des Chloro-
phylls wichtig, welcher bei 680 nm liegt (Canto de Loura et al., 1987). Nichts desto
trotz ermdglichen diese Bereiche keine direkte PHB-Quantifizierung. Die flinfte Faktor-
stufe tragt hingegen einen gréReren Teil zur Varianzbeschreibung bei. Betrachtet man
jedoch worauf dieser beruht, so fallt auf, dass vor allem unspezifische Rauschsignale
als wichtig fur das Regressionsmodell hervorstachen.

Es zeigte sich, dass keine der verwendeten Vorbehandlungsmethoden zu einer Verrin-
gerung des Vorhersagefehlers flihrte. Dies ist insofern schliissig, da beispielsweise Ver-
fahren zur Grundlinien- oder Streulichtkorrektur eben jene Streulichtanteile eliminie-
ren, die sich als wichtig bei der chemometrischen PHB-Bestimmung erwiesen. Eine
detailliertere Erdrterung der verschiedenen Vorbehandlungen und ihrer erzielten Ef-

fekte findet im folgenden Abschnitt statt.

6.2.3.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im unpolarisierten VIS-Bereich

Bei der kumulativen Betrachtung der einzelnen Versuchsdurchlaufe fallt zunachst auf,
dass sich die erzielten Kalibrations- und Vorhersagefehler in ihren Absolutwerten von-
einander unterschieden. Dies liegt in den unterschiedlichen PHB-Gehalten begriindet,
welche in den verschiedenen Versuchsreihen innerhalb der Reaktoren erzielt wurden,
und ist somit nicht weiter verwunderlich, da es sich bei den Fehlerwerten um mittlere
und nicht um minimale Modellfehler handelt, welche vor allem durch héhere Vorher-
sagefehler im Bereich sehr geringer und sehr hoher PHB-Konzentrationen (negativ)
beeinflusst werden. Wahrend deshalb generell konstatiert werden kann, dass bei ins-
gesamt grofleren PHB-Spannbreiten auch die Modellfehler héher liegen, zeigt sich,
dass es nach unten eine Begrenzung des mittleren Vorhersagefehlers auf ca. 3,5 mg - I
gibt (siehe Tabelle 5.5).

Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass vor allem zwischen der ersten Versuchsrei-
he, welche in Quarzkivetten vermessen wurde, und der dritten, welche bei vertikalem
Versuchssetup im geschlossenen Reaktor vermessen wurde, und die sich in den Kon-

zentrations-Spannbreiten dhneln, nur geringe Unterschiede in allen Modellparametern
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gibt. Dies deutet auf eine Aquivalenz der Giite der gemessenen Spektraldaten hin, wel-
che im geschlossenen Reaktorsystem aufgenommen wurden, zu jenen, welche nach
vorher erfolgter Probenentnahme bestimmt wurden.

Wahrend der minimale Vorhersagefehler fiir einzelne Proben innerhalb der Modelle
tatsdchlich geringer ist, bedeutet der oben genannte Wert von ca. 3,5 mg - I'! jedoch
praktisch die verldssliche Auflésungsgrenze fiir online detektierbare Konzentrationsun-
terschiede mittels der verwendeten Kombination aus Reaktor und Messtechnik unab-
hangig vom betrachteten PHB-Konzentrationsbereich.

Die in Abbildung 5.21 dargestellte Ubersicht aller Regressionsmodelle nach Verwen-
dung verschiedener Vorbehandlungen der spektralen Rohdaten zeigt zudem, dass sich
dieser Vorhersagefehler nicht wesentlich verringern liel3.

Dass sich durch beinahe alle Vorbehandlungen die Anzahl optimaler Modellfaktoren
verringerte, lasst sich durch ihre Funktionsweise einigermalen schlissig erklaren:

- Die Verfahren zur Grundlinienkorrektur entfernten Intensitatsverschiebungen der
gesamten Spektren, welche sonst in den ersten Hauptkomponenten enthalten waren

- Verfahren zur Normierung glichen lediglich die Gesamtintensitaten aller Spektren
weitestgehend an, welche wiederum vor allem in den ersten Faktoren enthalten wa-
ren. Wie weiter oben beschrieben, war zwar vor allem das Verhaltnis der Carotinoide
zu den Ubrigen Pigmenten innerhalb der Zellen fir die chemometrische Quantifizie-
rung anhand der VIS-Daten entscheidend, die teilweise beobachtbare Tatsache, dass
keine Verringerung des Modellumfangs moglich war zeigt jedoch bereits, dass diese
Absolutinformationen zur Quantifizierung notwendig waren. Zudem werden durch
Normierungsschritte unter Umstanden Spektralbereiche, die nur Rauschen enthalten
dhnlich stark bewertet wie jene Bereiche, die chemische Informationen enthalten,
wodurch das Signalrauschen liberproportional verstarkt wird (Kessler, 2007, S. 183).

- Verfahren zur Streulichtkorrektur entfernten prinzipiell streuungsbedingte Signalan-
teile, jedoch ging auch hier die Vereinfachung der Modelle zu Lasten der biologischen
Plausibilitat der Vorhersagen, da auch die durch Lichtstreuung bedingten Extinktions-
anteile (wie weiter oben in Abschnitt 6.2.3.4 beschrieben) einen erheblichen Anteil am
Gesamtinformationsgehalt der vorliegenden Spektraldaten hatten.

- Zu den Ableitungsverfahren ist analog zu den Grundlinienkorrekturverfahren anzu-

merken, dass sie unter anderem Grundliniensignale herausfilterten, wodurch der Mo-
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dellumfang verringert werden konnte. Jedoch kénnen auch minimale Veranderungen
der Pigmentzusammensetzungen, welche in den unbehandelten Extinktionsspektren
lediglich als leicht veranderte Extinktionsschultern sichtbar sind und kaum ins Gewicht
fallen, in den Ableitungsspektren zu erheblichen Unterschieden fiihren, da z.B. ver-
schobene Wendepunkte der Originalspektren extrem prononciert werden. In dieser
Arbeit wurde zur Berechnung der Ableitungsspektren eine Fensterbreite von 15 Da-
tenpunkten (was 3 Nanometern entsprach) gewahlt. Bei Bildung der zweiten Ableitung
von Spektraldaten werden aus diesen zwar Steigungen der Originalspektren entfernt,
wie sie beispielsweise durch Streulichtsignale auftreten konnen (Kohler et al., 2007).
Dass Ableitungsspektren zweiter Ordnung jedoch Eigenschaften der klassischen Spekt-
rometrie wie die Glltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes sowie der Signaladditivi-
tat einzelner Komponenten besitzen (Karpinska, 2012, S. 254), ermoglicht ihre Ver-
wendung zur Erstellung quantitativer Regressionsmodelle. Die Wahl der Fensterbreite
hat einen starken Einfluss auf die Form der berechneten Ableitungsspektren, da bei-
spielsweise eine zu weite Fensterbreite fiir den Polynomfit zu einer Wellenlangenver-
schiebung sowie zu Intensitatsverfalschungen der kalkulierten Minima und Maxima in
Relation zu den Originaldaten fluhren kann, wahrend durch zu schmale Fenster
Rauschanteile in Spektraldaten extrem verstarkt werden (Mark & Workman, 2007, S.
345 ff.). Geringe Verbesserungen der finalen Regressionsmodelle waren u.U. mittels
einer Fensterbreitenoptimierung moglich, jedoch wurden hierzu keine weiteren Unter-
suchungen angestellt. Da zudem aufgrund der breiten Extinktionspeaks wie von Kar-
pinska (2012, S. 255) vorgeschlagen lediglich Ableitungen geringer Ordnung gebildet
wurden, ist davon auszugehen, dass die gewahlten Parameter der Ableitungsbildung
kaum Raum fiir Optimierungen lassen. Die von einigen Autoren beschriebene pigment-
spezifische Prononcierung von Absorptionsmaxima durch die Bildung von Ableitungs-
spektren vierter Ordnung (z.B. Millie et al., 1997, Aguirre-Gomez et al., 2001 oder Bar-
santi et al., 2007) erbrachte in Voruntersuchungen keine verbesserten Vorhersagegi-
ten im Vergleich zu anderen Methoden. Da zudem methodeninharent auch geringe
Rauschanteile der Originalspektren immer starker in Erscheinung treten (Yeow et al.,
2005) wurden keine hoheren Ableitungen der Spektren gebildet.

Betrachtet man nun die Vorhersagefehler jener Modelle, welche anhand der vorbe-

handelten Daten erstellt wurden, so fallt vor allem auf, dass die einzelnen Methoden



- 186 - Diskussion

zu dullerst inkonsistenten Ergebnisse flihrten. Gemeinsam ist ihnen lediglich, dass alle
Methoden insgesamt zu einer Verschlechterung der PHB-Vorhersage fihrten. Wie
oben anhand der Diskussion der Modellumfange ausgefiihrt, wurden oft elementare
Bestandteile der spektralen Rohdaten (Absolutintensitaten, Streulichtanteile, etc.) ent-
fernt, wodurch zwar die Robustheit der Modelle zunahm, gleichzeitig jedoch zur Vor-
hersage notwendige Informationen verloren gingen. Fir den sichtbaren Spektralbe-
reich ist somit zu konstatieren, dass eine Vorbehandlung der Spektraldaten nicht not-
wendig bzw. sogar nicht empfehlenswert ist.

Da (wie in Abschnitt 6.2.3.4 beschrieben) lediglich eine indirekte Quantifizierung der
PHB-Gehalte anhand der Daten des sichtbaren Spektralbereiches erfolgte, ist die Tat-
sache, dass einzelne Versuchsreihen unterschiedlich auf dieselben Vorbehandlungen
reagierten, zum einen dahingehend zu erklaren, dass die Varianz innerhalb der Spekt-
raldaten nicht in allen Versuchsdurchldufen homogen war (was durch die unterschied-
lichen Anzuchtbedingungen und die dadurch hervorgerufenen differierenden physio-
logischen Zellzustdande schliissig begriindbar ist). Letztendlich dirfte jedoch gerade der
fehlende direkte Zusammenhang zwischen PHB-Gehalten und Extinktionsspektren der
Suspensionen zu den chaotisch anmutenden Veranderungen der Vorhersagefehler
geflihrt haben. Es lasst sich somit sagen, dass im sichtbaren Spektralbereich (wenn
Uberhaupt) eine indirekte und unsichere PHB-Vorhersage aufgrund der variierenden
Zellpigmentierung erfolgte, jedoch kein spezifischer PHB-Nachweis im geschlossenen
Reaktor moglich war.

Insgesamt zeigte sich in den Versuchen, dass direkt im geschlossenen Reaktor qualita-
tiv hochwertige VIS-Spektren aufgenommen werden konnten, die eine groRe Band-
breite physiologischer Zellzustinde verlasslich abbildeten und diese Technik somit

durchaus zur Anwendung im geschlossenen Reaktor geeignet ist.
6.2.4 NIR-Spektroskopie

6.2.4.1 Vergleich von Kiivetten- und In-situ-NIR-Spektren

Bei Betrachtung des in Abbildung 5.22 dargestellten NIR-Bereiches zeigt sich erneut ein
globaler Anstieg der Signalintensitat zum Kurzwelligen. Auch dieser ist auf Streulicht-
verluste zurickzufihren, wobei deren Intensitdten analog zum sichtbaren Spektralbe-

reich in Klvetten am starksten ausgepragt waren und vor allem bei einer Probenplat-
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zierung direkt vor der Detektor6ffnung minimal werden. Die zugrunde liegenden Me-
chanismen sind dabei dieselben, wie bereits fiir den VIS-Bereich beschrieben.

Auffallig sind die sehr undifferenzierten Gesamtspektren, welche kaum spektrale Sig-
naturen aufweisen. Die in den In-situ-Spektren schwach sichtbaren Signalabschwa-
chungen bei ca. 980 und 1160 nm sind hoéchst wahrscheinlich auf Eigenabsorptionen
des Reaktormaterials zuriickzufiihren, welche im Zuge der Blindwertbereinigung auch
aus den gemessenen Spektren subtrahiert wurden. Dass diese Signale Uberhaupt
sichtbar sind deutet leider auf eine nicht zu 100 % gegebene Homogenitat der Reak-
tormaterialien hin, welche damit durchaus in situ aufgenommene Spektren verfadlschen
kénnen.

Insgesamt ist zu konstatieren, dass direkt im geschlossenen Reaktorsystem aufge-
nommene Spektren zwar nicht dieselben Verlaufe zeigen wie Referenzmessungen in
Kivetten, die messbaren Spektren jedoch von guter Qualitat sind und fiir phototrophe
Organismen charakteristische Extinktionspeaks und -banden vor allem im sichtbaren

Spektralbereich sauber detektiert werden kénnen.

6.2.4.2 Reproduzierbarkeit der In-situ-NIR-Spektroskopie

Im NIR-Bereich (Abbildung 5.23und Abbildung 5.24) liegt der Messfehler bei den
durchgefihrten In-situ-Messungen in Reaktoren in derselben GréRenordnung wie bei
der Verwendung von Kilivetten, was als sehr gut zu bewerten ist. Zur Vermeidung von
Dopplungen sei an dieser Stelle fiir eine weitere Diskussion zur Reproduzierbarkeit der
durchgefihrten In-situ-Messungen auf Diskussionsabschnitt 6.2.3.2 der VIS-Messungen

verwiesen.

6.2.4.3 PHB-Referenzspektren fiir den unpolarisierten NIR-Bereich

Wie in Abbildung 5.25 erkennbar, zeigten sich in den aufgenommenen Extinktions-
spektren klare Konzentrationsabhangigkeiten in den Messsignalen. Wie zu erwarten,
zeigen alle Spektren einen Anstieg der Extinktion, je kurzwelliger der NIR-Bereich ist.
Dieser ist vor allem durch Streueffekte an den PHB-Mikrokristallen zu erklaren (Klein,
2012, S. 49). Zusatzlich zeigten sich bei PHB-Konzentrationen ab 250 mg pro Liter visu-
ell erkennbare Extinktionssignale im Bereich von 1150 bis 1190 Nanometern. Nach
Abzug der beinahe linear verlaufenden Streusignale ist das (ibrig bleibende Doppel-

peakmuster in den Spektren relativ engbandig und resultiert aus Obertonschwingun-
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gen der Carbonylgruppen von PHB, welche im Bereich von 1140 bis 1170 Nanometern
liegen, sowie aus zusatzlich auftretenden Streckschwingungen zweiter Ordnung der
Methylgruppen, welche bei ca. 1190 nm auftreten (Workman & Weyer, 2008, S. 98).
Die lediglich bei der hochsten Konzentration auftretende Bande zwischen 940 und 980
nm ist nicht eindeutig zuzuordnen, da in diesem Wellenlangenbereich Signale der
zweiten Obertonschwingungen von O-H-Bindungen auftreten (Workman & Weyer,
2008, S. 98), welche in PHB-Monomeren durchaus vorhanden sind, in teilkristallinen
bzw. polymerisierten PHB-Verbindungen jedoch nicht existieren.

Vor allem die (bei hoheren Konzentrationen) direkt sichtbaren Signale im Bereich von
1150 bis 1190 nm sollten somit eindeutig auf PHB-bedingte Absorptionswirkungen
zurlickzuflihren sein und noch auch bei geringeren Konzentrationen mittels chemo-
metrischer Verfahren separierbar sein. Als Konsequenz ist zu erwarten, dass diesen
Wellenldangenbereichen bei den erstellten und im nachfolgenden Kapitel diskutierten
Vorhersagemodellen zur nicht-invasiven PHB-Bestimmung eine erhohte Bedeutung fiir

die PHB-Quantifizierung zukommt.

6.2.4.4 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Im Gegensatz zu jenen Spektren, welche im sichtbaren Spektralbereich aufgenommen
wurden und in welchen vor allem pigmentbedingte Absorptionsmuster erkennbar sind,
sind alle aufgenommenen NIR-Spektren durch zwei ausgepragte und sehr breite Was-
ser-Absorptionsbanden dominiert. Die extreme Breite der Wasserbanden resultiert aus
der hohen Polaritdt der einzelnen Wassermolekile, welche zur Ausbildung starker
Wasserstoffbriickenbindungen fiihrt. Durch diese ,kleben” die einzelnen Molekiile
derart stark aneinander, dass Schwingungen der Bindungen einzelner Molekiile sich
stets auch auf benachbarte Wassermolekiile auswirken'®. Letztlich entsteht eine durch
Kombinationen aus Oberténen von symmetrischen und asymmetrischen Streck-
schwingungen bedingte Bande bei ca. 980 nm sowie eine durch Kombinationen von
symmetrischen und asymmetrischen Streckschwingungen sowie Deformationsschwin-

gungen hervorgerufene Bande bei ca. 1180 nm (Workman & Weyer, 2008, S. 64).

19 0b hierzu fiir Wasser als Strukturtheorie das Mischungs- oder das Kontinuums-Modell zugrunde ge-
legt wird, soll an dieser Stelle aufgrund fehlender Relevanz fiir die weiteren Diskussionsabschnitte nicht
weiter erortert werden. Fir eine einfihrende Beschreibung der verschiedenen Theorien sei auf Geiseler
und Seidel (1977, S. 177 ff.) verwiesen.
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Zwar ist die genaue Form und Lage dieser Banden temperaturabhangig (Souza Da
Fonseca Ramos, 2005, S. 149 f.), wodurch sich bei inkonsistenten Messbedingungen
Messfehler ergeben kénnen, praktisch wurden in den durchgefiihrten Versuchen je-
doch stets alle Proben bei nahezu gleichen Raumtemperaturen vermessen, so dass
Bandenverschiebungen oder andere Temperatureffekte vernachlassigbar waren. Da
eine gegenseitige Beeinflussung von Wasser- und (intrazelluldaren) Molekiilschingungen
zum einen nicht auszuschliefen war und zum anderen moéglichst originare Spektralda-
ten fir die chemometrische Auswertung verwendet werden sollten, wurde auf eine
Entfernung der wasserbedingten Absorptionen aus den Messspektren verzichtet.
Hierdurch wurden die wasserbedingten Absorptionsintensitaten mit in die PLS-
Modelle integriert, wodurch evtl. vorhandene geringe Unterschiede in den Kulturvo-
lumina (z.B. durch ungenaue Beflllung der Reaktorgefdlle hervorgerufen) detektiert
und rausgerechnet werden konnten.

Wahrend sich (wie in Abbildung 5.26 ersichtlich) visuell keine interpretierbaren Unter-
schiede innerhalb der Rohspektren erkennen lassen, wurden Unterschiede in den NIR-
Spektren mittels der chemometrischen Auswertungen hingegen ersichtlich.

So zeigen sich (wie in Abbildung 5.28 dargestellt) in dem PLS-Modellen der Rohspek-
tren dann auch die ersten Faktorstufen stark vom Hintergrundspektrum des wassrigen
Kulturmediums dominiert, jedoch haben diese Faktoren einen sehr geringen Einfluss
auf die chemometrische PHB-Quantifizierung, was sich mit den Erwartungen an diese
Kombination aus Messtechnik und Regression deckt, da das Medium zwar ein starkes
aber zugleich auch konstantes Hintergrundsignal liefert. Die in der zweiten Faktorstufe
relevanten Bereiche decken sich mit der Eigenabsorption der Reaktormaterialien, wel-
che fir Polypropylen um 1150 und 1220 nm liegen (Furukawa et al., 2002), jedoch leis-
teten auch diese Signale analog zur Wasserabsorption keinen Beitrag zur PHB-
Vorhersage. In hoheren Faktorstufen zeigten sich jene Wellenlangenbereiche als re-
gressionsrelevant, die auch bei der Vermessung der PHB-Konzentrationsreihen als
wichtig fur die Quantifizierung identifiziert wurden. So hatte vor allem der Bereich von
1140 bis 1200 nm entscheidenden Einfluss auf die Quantifizierung mittels PLS. Wie
bereits im vorangegangenen Abschnitt erwadhnt, liegen hier Obertonschwingungen der

Carbonylgruppen von PHB (im Bereich von 1140 bis 1170 Nanometern), sowie zusatz-
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lich auftretende Streckschwingungen zweiter Ordnung der Methylgruppen, welche bei
ca. 1190 nm auftreten (Workman & Weyer, 2008, S. 98).

Die im ausfuhrlich beschriebenen 4. Versuchsdurchgang erreichte Vorhersagegite von
ca. 5 mg - It anhand der NIR-Rohspektren ist, bei einer insgesamt vorhandenen Band-
breite der im Reaktor vorherrschenden PHB-Konzentrationen von 22,65 mg - I als
schlecht anzusehen.

Eine detailliertere Erorterung der verschiedenen Vorbehandlungen und ihrer erzielten

Effekte findet im folgenden Abschnitt statt.

6.2.4.5 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im unpolarisierten NIR-Bereich

Bei der Betrachtung multipler Regressionsmodelle im NIR-Bereich zeigt sich, dass zwar
Messungen in Quarzkiivetten die besten Ergebnisse ergaben, jedoch zeigt vor allem
der dritte Versuchslauf, dass auch Messungen im geschlossenen Reaktor prinzipiell nur
eine minimale Verschlechterung brachten. Demgegeniiber fiel jedoch die vierte Ver-
suchsreihe ab, mit einem um fast 65 % erhdhten Vorhersagefehler. Dies schlissig zu
begriinden ist schwierig und deutet auf Probleme bei der Aufnahme der Spektraldaten
hin, die jedoch nicht identifiziert werden konnten. Die Anwendung verschiedener Da-
tenvorbehandlungsmethoden zeigte demgegeniiber ein recht konsistentes Verhalten
Uber alle Messreihen.

- So fiihrten Verfahren zur Grundlinienkorrektur zu keinen Verbesserungen, was inso-
fern schlissig ist, als die Intensitat der Gesamtspektren Informationen lber Fillstand
und tatsachliche Extinktion der Kultursuspension enthalten und deren Variabilitat zu-
dem in der ersten Modellkomponente abgebildet wird.

- Bei den Normierungsverfahren zeigte sich in allen Versuchsldaufen, dass eine Einheits-
vektornormierung vorteilhaft ist. Dem gegeniiber brachte eine Flachennormierung
keinerlei Verbesserung. Dies kdnnte dadurch erklarbar sein, dass die Einheitsvektor-
normierung auf einer separaten Neuskalierung jedes einzelnen Spektrums ohne Einbe-
ziehung weiterer Messspektren beruht, wodurch sie eine kaum verzerrte Spektrenge-
samtheit produziert und somit globaler anwendbar ist als andere Normierungsverfah-
ren, welche stets alle Messspektren verrechnen.

- Bei den Verfahren zur Streulichtkorrektur zeigte ein Detrending mit Polynomen zwei-

ter Ordnung gute Ergebnisse. Demgegeniiber hatten SNV und MSC eher Verschlechte-
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rungen zur Folge, was zumindest fir die multiplikative Streulichtkorrektur dadurch zu
erklaren ist, dass sie am besten bei Gruppen dhnlicher Spektren optimal funktioniert,
in den durchgefiihrten Versuchen jedoch aufgrund der verschiedenen Zellmorpholo-
gien Unterschiede im Streulichtanteil zu inhomogenen Spektrengruppen gefiihrt ha-
ben. Da die gewahlten Kulturbedingungen jedoch notwendig waren um unterschiedli-
che intrazellulare PHB-Gehalte zu erzeugen und aufgrund der nicht-Invasivitdt der
Messungen (aulRer makroskopisch durch Homogenisierung per Schiitteln) nicht beein-
flusst werden konnten, ist dies ein Faktor, der die Genauigkeit der PHB-Bestimmung
mittels NIR-Spektroskopie beschrdankt haben dirfte. Insgesamt war eine Entfernung
von Streulichtanteilen vor der Erstellung chemometrischer Modelle in dieser Arbeit
nicht vorteilhaft.

- Ableitungsspektren als Modellgrundlage fiihrten zu sehr inhomogenen Effekten, mit
teilweisen Verbesserungen, aber auch Verschlechterungen der Modellfehler, was so-
wohl die Modellkalibrierung als auch die -validierung betraf. Diese inhomogene Wir-
kung ist nicht schliissig zu erklaren, da die Nutzung von Ableitungsspektren in der NIR-
Spektroskopie aufgrund ihrer separierenden Wirkung Uberlappender peaks weit ver-
breitet ist (Brereton, 2007, S. 138 ff.) und sich dieser positive Nutzen auch in den
durchgefiihrten PLS-Berechnungen zeigen sollte. Anscheinend wirkte der verwendete
PLS-Algorithmus bereits gut genug, um diese Auslésung relevanter Informationsberei-
che aus den Vollspektren zu vollziehen. Zwar wurden (wie bereits im VIS-Teil beschrie-
ben) aufgrund der Struktur der Spektraldaten lediglich Ableitungen geringer Ordnung
gebildet, jedoch ist davon auszugehen, dass die gewahlten Parameter auch im NIR
kaum Raum fiir Optimierungen lassen.

Eine allgemeingiiltige Empfehlung einer optimalen Datenvorbehandlung anhand des
oben Beschriebenen ist schwierig, da wie bereits von anderen Autoren gezeigt wurde
(z.B. Challagulla et al., 2014), sich die resultierenden Effekte derselben Vorbehandlung
auf verschiedene Spektraldatensdtze durchaus unterscheiden kdénnen. Analog zum
sichtbaren Spektralbereich scheint auch im NIR die Nutzung von unprozessierten
Rohspektren zur Erstellung chemometrischer Modelle optimal zu sein.

Wie bereits in anderen Abschnitten erwdhnt, gab es durch den Versuchsaufbau be-

dingte Fehlerquellen, welche die gemessenen Spektren beeinflusst haben kdnnten:
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- Inhomogene Befiillung der Reaktorgefalle und daraus resultierende Unterschiede in
den vermessenen Kultur-Schichtdicken. Dies wurde durch exaktes Arbeiten jedoch so
gut wie ausgeschlossen. Zudem sollte dieser Effekt in den erstellten Modellen als nicht
fir die PHB-Quantifizierung relevanter Signalanteil in den niederen Faktoren eliminiert
werden.

- Inhomogene Zellagglomerate. Wie oben genannt, ist dies eine mogliche Fehlerquelle
wenn es darum geht, Spektren von gesunden Kulturen und solche, die unter Mangel-
bedingungen angezogen wurden und demnach unter Umstdanden ihre Morphologie
verandert haben, direkt zu vergleichen. Wie gesagt war dieser Fehler nicht zu eliminie-
ren. Er kénnte jedoch durch NIR-Messungen in Integrationsspharen, in denen Streu-
lichtverluste minimiert werden, in kiinftigen Messungen umgangen werden.

- Beeinflussung der Messergebnisse durch geratebedingte Drift innerhalb der Strah-
lungsstarke der Messlichtquelle. Dies ist durch Aufwarmen des Spektrometers vor den
Messungen sowie konstante Umgebungsbedingungen als vernachldssigbar anzusehen.
Sicherlich ware durch Messungen im langwelligeren NIR-Bereich vermutlich eine noch
stoffspezifischere und genauere PHB-Quantifizierung moglich, jedoch steigt die Eigen-
absorption von Wasser von 1300 nm auf 1400 nm ca. um den Faktor 20 an (Curcio &
Petty, 1951), so dass eine Ausweitung des Messbereiches, wenngleich wiinschenswert,
bei den im Reaktorsystem vorherrschenden grof3en Schichtdicken der zu vermessen-
den Kultursuspension nicht moglich ist. Zwar sind so aufgrund der komplexen Proben-
zusammensetzung Uberlappungen mit Signalen anderer Metabolite nicht auszuschlie-
Ren, jedoch lasst sich konstatieren, dass im NIR-Bereich eine (zumindest grundsatzlich)
selektive PHB-Quantifizierung stattfand.

Aufgrund der starken Signalanteile der Kulturmedien im Vergleich zu jenen der zellula-
ren Suspensionsanteile sowie aufgrund der oben genannten Erkenntnisse ldsst sich
konstatieren, dass die Anwendung NIR-spektroskopischer Techniken im geschlossenen
Reaktor prinzipiell durchaus moglich ist, jedoch starke Einschrankungen im nutzbaren
Wellenlangenbereich bestehen und zudem eine hohere Fehleranfalligkeit im Vergleich
zu VIS-Messungen oder NIR-Messungen an getrockneten Proben besteht. Wie in der
Arbeit von Brown et al. (2014) konstatiert, wiesen generell Modelle, welche anhand
von Reflexionsspektren getrockneter bzw. leicht wassriger Proben aufgenommen wur-

den geringere Vorhersagefehler auf als solche, die anhand von Transmissionsmessun-
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gen an Suspensionen generiert wurden. Wenngleich dies nicht mit dem Anspruch die-
ser Arbeit vereinbar ist, nicht invasive Messungen in situ durchzufiihren, so ist dies

zumindest ein Ansatz zur Verbesserung der Vorhersagen fiir weitere Arbeiten.

6.2.5 VIS-Polarisationsspektroskopie

Nachfolgend werden alle Ergebnisse der Messungen diskutiert, welche unter Verwen-
dung polarisierter Messstrahlung im sichtbaren Spektralbereich erzielt wurden. Da
oftmals dieselben oder vergleichbare Effekte und Ergebnisse vorliegen, welche auch
schon fiir den unpolarisierten VIS-Bereich besprochen wurden, wird in diesem Ab-

schnitt vermehrt auf entsprechende Textstellen von Abschnitt 6.2.3 verwiesen.

6.2.5.1 Polarisationsabhangiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im
sichtbaren Spektralbereich

Wie in Abbildung 5.30 ersichtlich, ist unter kreuzpolarisierten Filtern keine Transmissi-
on der Lichtquelle sichtbar. Gleiches gilt bei Einbringung von Glasmaterialien, welche
den Polarisationszustand nicht verandern. Werden jedoch verschiedene Plastikmateri-
alien zwischen die gekreuzten Filter eingebracht, so ist aufgrund unterschiedlich stark
ausgepragter Doppelbrechungen transmittierte Strahlung sichtbar. Durch die sichtba-
ren Farben, welche auf Interferenzen innerhalb der Materialien beruhen, ist auf eine
wellenlangenabhdngige Phasenverschiebung des transmittierten Lichts zu schlieBen.
Diese wellenlangenabhangige Phasenverschiebung resultiert aus verschiedenen Aus-
breitungsgeschwindigkeiten von ordentlichen und aulerordentlichen Lichtstrahlen
innerhalb von doppelbrechenden Materialien. Dieser Effekt ist direkt von der Schicht-
dicke des zu untersuchenden Materials abhangig, was in der folgenden Abbildung 6.6
anhand von mehrlagigem Tesafilm dargestellt ist.

Wie zu erkennen, wirken sich die polarisationsmodulierenden Effekte additiv aus,
wodurch mit zunehmender Schichtdicke die Starke der Beeinflussung zunimmt. Wah-
rend in der geziegten Darstellung lediglich die Schichtdicke ausschlaggebend fiir die
unterschiedlichen zu beobachtenden Farbungen ist, wirken bei den verwendeten Po-

lymeren zusatzlich deren Materialeigenschaften mit ein.
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Abbildung 6.6: Mehrere Lagen Tesafilm unter gekreuzten Polarisationsfiltern. Die Filter sind als schwarze
Flache sichtbar, die farbigen Flachen zeigen das (in mehreren teilweise liberlappenden Schichten) zwi-
schen die Filter eingebrachte Tesafilm. Erkennbar ist der additiv wirkende, schichtdickenabhédngige Ma-
terialeinfluss des Tesafilms auf die Ursprungspolarisation.

Zur Abschatzung des doppelbrechenden Potenzials der verwendeten Polymere ist in
der folgenden Abbildung 6.7 ein Raith-Sgrensen Diagramm gezeigt anhand dessen die
beobachteten Interferenzeffekte quantitativ eingeordnet werden sollen. Wie im Dia-
gramm ersichtlich, ist das Auftreten verschiedener Farbungen unter Kreuzpolarisation

vom materialinhdarenten doppelbrechenden Potenzial der Polymere abhangig.

Probendicke in Mikrometern

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Doppelbrechung

Abbildung 6.7: Raith-Sgrensen Diagramm zur direkten Darstellung von Interferenzmusterfarben in Ab-
héangigkeit von Doppelbrechung und Probendicke (Quelle: Nach Sgrensen, 2013). Die Doppelbrechung
entspricht hierbei der Differenz der Brechungsindizes von ordentlichem und auRerordentlichem Licht-
strahl. Eingezeichnet sind ungefdhre Einordnungen der Polymermaterialien anhand ihrer unter Kreuzpo-
larisation bestimmten Farbung. Orange: Flachfolie OPP/PEM 2/50; Turkis: Vario-Seal HB 64 PP AF;
Schwarz: Vario-Seal Mikroperforiert; Rot: MRX 2145 & Adhasionsfolie. Zu beachten ist, dass einige Foli-
enmaterialien eine groRere Schichtdicke als 50 um aufwiesen und deshalb auBerhalb der Skala lagen,
zur generellen Beurteilung ihrer Eigenschaften aber bei 50 um Schichtdicke eingezeichnet wurden. Die
Reaktorbecher konnten aufgrund ihrer hohen Schichtdicken nicht eingezeichnet werden, ldgen aber am
linken Bildrand.
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Unter Zuhilfenahme eines Michel-Lévy-Diagramms, welches in Abbildung 6.8 darge-
stellt ist, lasst sich auf die resultierende Anderung der Richtung des elektrischen Feld-
vektors schlieBen und somit eine Aussage Uber den Polarisationszustand der originar

zirkular polarisierten Strahlung nach Durchtritt der verschiedenen Materialien treffen.
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Abbildung 6.8: Berechnetes Michel-Lévy-Diagramm anhand dessen aufgrund der Materialdicke und der
beobachtbaren Lichtfarbe nach Probendurchtritt des weilRen Messlichts auf die induzierte Drehung des
elektrischen Feldvektors geschlossen werden kann. Die lila eingezeichneten Punkte unterhalb des Dia-
gramms markieren Gangunterschiede (des Vielfachens) einer kompletten Wellenlange und entsprechen
einer Drehung der Polarisationsrichtung um jeweils 360° (Quelle: Sgrensen, 2013).

Da die beobachtbaren Farben direkt von der Schichtdicke des untersuchten Materials
abhangen, einige der verwendeten Materialien jedoch dicker waren als die im Dia-
gramm maximal aufgefiihrten 50 um, sind die im Folgenden angenommenen Drehun-
gen der Polarisationsrichtung lediglich bestmogliche Naherungen! Die tatsachlichen
Polarisationszustiande konnen sich somit (gerade bei Materialien mit einer Dicke gro-
Rer als 50 um) von den hier deduzierten unterscheiden. In der folgenden Tabelle 6.1

sind die hergeleiteten Polarisationszustande je Material aufgefiihrt.
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Tabelle 6.1: Anhand der unter gekreuzten Polfiltern beobachteten Interferenzfarben verschiedener
Polymermaterialien hergeleitete Polarisationszustdnde von originar zirkular polarisierter Strahlung nach
Durchtritt durch ebenjene Polymere. Die Werte sind bestmogliche Naherungen, Abweichungen zu tat-
sachlich vorherrschenden Polarisationszustanden sind maoglich.

Betrachtetes Dicke Beobachtete Angenommenes Vermutete Phasen- Deduzierter resul-

Material (um)  Farbe unter  Doppelbre- verschiebung zwi- tierender Polari-
Kreuzpolari-  chungspotenzial schen den Wellen- sationszustand
sation (An = Nao— no)?° fronten (nm)

Becherbo- 250 dunkelblau ca. 0,010 +4/5\ Elliptisch, nahe

den +10 zirkular

Vario-Seal 64 orange 0,012 +6/5\ Elliptisch, nahe

HB 64 PP AF zirkular

MRX-Folie & 14 schwarz 0,001 +1/20A Beinahe originar

Adhésions- zirkular

folie

Wie anhand der obigen Tabelle aufgefiihrt, dirfte zirkular polarisierte Strahlung nach
Durchdringung des Bechermaterials sowie der Vario-Seal HB 64 PP AF Folie weniger
leicht veranderte Polarisationseigenschaften haben. Dem zirkularen Ausgangszustand
am nachsten kommt Strahlung, welche MRX oder Adhasionsfolien passiert hat, womit
diese Materialien fiir polarisationsspektroskopische Anwendungen als optimal er-
scheinen. Leider waren diese Materialien nicht verlasslich siegelfahig, so dass trotz
alledem Polarisationsmessungen durch den Becherboden durchgefiihrt wurden.
Dadurch wurde zwar das potenziell vorhandene CD-Spektrum in seiner Intensitat be-
einflusst (da nur bei exakter, relativer 90° Verschiebung der links- und rechtsdrehen-
den Strahlung der maximale CD gemessen werden kann), jedoch sollte auch leicht el-
liptisch polarisiertes Licht als Messstrahlung in differentieller Absorption resultieren.
Wahrend die duReren Bereich des Reaktorschalenbodens zudem inhomogene Doppel-
brechung liber die gesamte Flache zeigten, war das Mal§ der Doppelbrechung im zent-
ralen Bereich als relativ konstant anzusehen, weshalb die spektroskopischen Messun-
gen stets durch den Mittelpunkt der Bodenflache stattfanden. Obgleich sich der Bre-
chungsindex aulRerhalb von Absorptionsbanden nur gering verandert (Larena & Pinto,
1992), sind kurzwellige Spektralbereiche starker betroffen als langwellige, und da das

Ausmal der beobachteten Doppelbrechung zudem wellenldngenabhangig ist, ist der

20 An dieser Stelle ist Die Differenz der auRerordentlichen (nao) und der ordentlichen (no) Brechungsindi-
zes das MaR fir die Starke der Doppelbrechung innerhalb der Materialien.
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angegebene Polarisationszustand lediglich eine grobe Naherung Uber den gesamten
Spektralbereich.

Ein Einfluss auf den Polarisationsgrad innerhalb der Reaktoren, bedingt durch die opti-
schen Eigenschaften der verwendeten Materialien ist somit gegeben, wenngleich die
absolute Einflussstarke nicht abschlieBend bestimmt werden konnte. Dieser Effekt ist
dabei den verwendeten Materialien inhdrent und konnte deshalb nicht eliminiert wer-

den.

6.2.5.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten VIS-Bereich

Wie in Abbildung 5.33 ersichtlich, zeigte sich kein verldsslicher Zusammenhang zwi-
schen den Konzentrationen in reinen PHB-Suspensionen und den jeweiligen CD-
Spektren. In den mittels links- sowie rechtsdrehend zirkular polarisierter Strahlung
aufgenommenen Spektren (Abbildung 5.31 und Abbildung 5.32) ist dieser Zusammen-
hang lediglich ansatzweise gegeben, wobei einzelne Konzentrationsstufen aus der Rei-
he fallen. Dies lasst vermuten, dass polarisationssensitive PHB-Quantifizierungen im
VIS-Bereich nicht sehr verlasslich sind. Da wie in Abbildung 5.31 und Abbildung 5.32
ersichtlich, keine distinkten Extinktionsmuster erkennbar sind, ist die konzentrations-
abhangige Signalintensitat der Messspektren vermutlich auf Streueffekte an PHB-
Partikeln zurlickzufiihren (vgl. Abschnitt 6.2.3.3). Diese Streueffekte sollten aufgrund
der Chiralitat der PHB-Molekiile zwar polarisationsspezifische Intensitatsunterschiede
zeigen, tatsachlich jedoch war dies in den berechneten CD-Spektren (Abbildung 5.33)
nicht der Fall, vielmehr schwankten diese Spektren vor allem um den Nullwert.

Analog zu unpolarisierten VIS-Messungen reiner PHB-Suspensionen scheint eine direk-
te und nicht-invasive Quantifizierung von intrazellularem PHB im sichtbaren Spektral-
bereich im geschlossenen Reaktorsystem auch bei der Verwendung polarisierter Mess-

strahlung kaum moglich.

6.2.5.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Wie bereits im Diskussionsabschnitt zum unpolarisierten VIS-Bereich genannt, sind die
beobachteten Extinktionsbanden in den Cyanobakterienspektren auf Pigmente wie
Chlorophylle (680 sowie 450 nm), Carotinoide (bis 500 nm) und Phycobilline (560 und
620 nm) zurlickzuflihren (vergleiche Abschnitt 6.2.3.4). Der auch in diesen Spektren

beobachtbare Anstieg in den Extinktionswerten im kurzwelligen Wellenlangenbereich
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ist auch in den Polarisationsspektren auf Streueffekte zurlickzufiihren. Fiir eine Erkla-
rung der veranderten Spektralverlaufe bei unterschiedlichen Anzuchtbedingungen sei
ebenso auf Abschnitt 6.2.3.4 verwiesen. Abweichend zu den o.g. Diskussionspunkten,
welche auch fiir unpolarisiertes Licht gelten, kommen bei der Verwendung polarisier-
ter Messstrahlung jedoch weitere Effekte hinzu, welche anhand der CD-Spektren aus
Abschnitt 5.2.5.3 diskutiert werden sollen. So ist grundlegend fiir die beobachtete dif-
ferentielle Absorption links- und rechtsdrehend polarisierter Strahlung die Tatsache,
dass es sich bei Photosynthesepigmenten um optisch aktive Molekiile handelt, welche
zudem homochiral auftreten (Wang et al., 2009).

Es sei an dieser Stelle ausdriicklich erwahnt, dass die im Folgenden einzeln genannten
chromophoren Strukturen lediglich Teile des gesamten transmembranen Photosynthe-
seapparates sind und sich in ihren Absorptionen stark tberlagern, wodurch In-vivo-CD-
Spektren ganzer Organismen nicht zwangslaufig die beschriebenen Muster aufweisen.
Als ein Hauptsignal treten in CD-Spektren photosynthetisch aktiver Organismen Signa-
turen der Photosysteme auf, wobei bei 675 bis 680 Nanometern ein Ubergang des Sig-
nals vom positiven in den negativen Bereich sichtbar ist, welcher sowohl durch das
Photosystem | bedingt ist (Morton et al., 2015; Engelmann et al., 2001; Andriz-
hiyevskaya et al., 2002), als auch durch das Photosystem Il (Arskold et al., 2005). Dies
bedeutet, dass im Bereich unterhalb von 680 nm verstarkt linksdrehend zirkulare und
im Bereich oberhalb rechtsdrehend zirkulare Strahlung absorbiert wird. Weitere positi-
ve CD-Signale im Bereich von 480-520 nm bzw. ein engbandiges bei ca. 445 nm sind
ebenfalls auf diese Strukturen zurickzufiihren (Morton et al., 2015; Shubin et al.,
1993). Die Signale im Bereich von 480-520 nm sind dabei zusatzlich von Carotinoi-
dabsorptionen (iberlagert, welche integrale Bestandteile der Photosysteme sind
(Jordan et al., 2001; Zakar et al., 2016). Hierbei absorbieren einige Carotinoide wie
beispielsweise B-Carotin stets linksdrehende Strahlung starker als rechtsdrehende (so
genannte nicht-konservative Carotinoide), so dass das Signal stets im positiven Bereich
verbleibt, wahrend konservative Carotinoide Uber den Wellenlangenbereich von 220
bis 500 Nanometern im Vorzeichen alternierende Banden liefern (Sturzenegger et al.,
1980). Eingebunden in Proteinkomplexe kdnnen die einzelnen Pigmente jedoch mit
benachbarten Proteinen interagieren, wodurch sich ihre schwachen intrinsischen CD-

Signale in Intensitat und Form verandern kénnen. Durch die Einbindung in derlei Pro-
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tein(Super)komplexe verstarken sich die CD-Signale in der Regel. Zudem zeigen auch
Carotinoide, welche sich vorher konservativ verhielten, Spektren, welche nicht-
konservativen dhnlich sind und als psi-Typ (polymer or salt induced) Circulardichrois-
men betitelt werden (Keller & Bustamante, 1986). Bei In-vivo-Messungen an ganzen
Zellen Uberlagern sich diese Effekte (Garab & Van Amerongen, 2009), so dass breit-
bandige CD-Signale entstehen. Auch Phycobilline, welche im griinen Spektralbereich
Licht absorbieren, zeigen CD-Signale, wobei diese unterhalb von 500 nm negativ sind
und lediglich oberhalb von 500 nm (durch einen kurzen Abfall im Bereich von 600 nm
unterbrochen) positive Betrage aufweisen (Rigbi et al., 1980). Hierbei sind die einzel-
nen Phycobillisomen in ihrer GroRe und Form nicht komplett einheitlich (Wildman &
Bowen, 1974; Gray et al., 1973), so dass auch ohne differentielle Phycobillin-Gehalte
aufgrund der Konformationsabhangigkeit der psi-Typ-Circulardichroismen eine gewisse
Variabilitat innerhalb der Polarisationsspektren von N. muscorum gegeben sein dirfte.
Durch die bereits in Abschnitt 6.2.3.4 genannte Mdglichkeit der Heterozystenbildung
unter Nahrstoffmangelbedingungen und der damit einhergehenden Veranderung im
Phycobillinhaushalt, wird der Einfluss dieses Pigments auf die Regressionsmodelle ge-
rade im Laufe langerer Kulturdauern zusatzlich verstarkt. Auch weitere akzessorische
Pigmente wie Cyanobakteriochromen, welche in Cyanobakterien weit verbreitet sind
und deren Absorption lGiber den gesamten sichtbaren Spektralbereich sowie im nahen
Infrarot auftreten kdnnen (Chen et al., 2012; Hirose et al., 2016; Rockwell et al., 2009),
kénnten in den durchgefiihrten Versuchen Veranderungen unterworfen gewesen sein
und sich mit den Absorptionen der Chlorophylle, Carotinoide und Phycobilline Gberla-
gert haben. Da es sich hierbei zumeist um photorezeptive Pigmente handelt, welche in
eher geringer intrazellularer Konzentration auftreten, diirften sie einen vernachlassig-
baren Einfluss auf die Gesamtspektren gehabt haben.

In den in Abbildung 5.36 gezeigten VIS-CD-Spektren sind keine negativen Werteberei-
che zu erkennen, so wie es anhand der oben geschilderten differentiellen Absorptio-
nen der verschiedenen Pigmente auch bei der Vermessung intakter Zellen vor allem im
Bereich um 680 nm aufgrund der starken Chloropyllabsorption zu erwarten gewesen
ware (vgl. Wang et al., 2009, wobei hier ein anderes Cyanobakterium untersucht wur-
de). Es kann an dieser Stelle nur spekuliert werden, ob dies an einer Uberlagerung aller

Einzeleffekte liegt, welche insgesamt liber den betrachteten Spektralbereich zu einer
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stets hoheren Absorption linksdrehend zirkularer Strahlung fiihrte, so dass verstarkte
Absorption rechtsdrehender Strahlung einzelner Pigmente in einzelnen Wellenlangen-
bereichen (welche zu negativen CD-Werten gefiihrt hatten) durch die iberlagerte Ab-
sorption linksdrehender Strahlung durch andere Pigmente bei denselben Wellenldangen
ausgeglichen wurden, so dass insgesamt lediglich nicht-konservative Banden beobach-
tet wurden. Auch kénnten psi-Streuungseffekte im gesamten Wellenlangenbereich
starker bei linksdrehender Polarisation sein, wodurch differentielle Absorptionen teil-
weise maskiert wurden. Weitere Stérquellen kénnten diverse intrazellulare Molekile
gewesen sein, welche zwar kein Licht absorbieren, jedoch differentiell gestreut haben
dirften, ebenso wie chirale Exopolysaccharide, welche von Cyanobakterien gebildet
werden (Di Pippo et al., 2013).

Auch konnte durch Streuung induzierte Depolarisation innerhalb der Kultursuspensio-
nen einen Storfaktor dargestellt haben. In Losungen chiraler Molekiile (wobei als Sol-
vens optimalerweise ein achiraler Stoff gewahlt werden sollte) fliihren vor allem diffe-
rentielle Absorptionen an den chiralen Solvaten zur Entstehung der polarisationsspezi-
fischen Signale. Betrachtet man hingegen Suspensionen, kommen zusatzlich Streuef-
fekte hinzu, welche sich zu den Absorptionssignalen addieren. Die gestreuten Anteile
der Messstrahlung sind zumeist depolarisiert, wodurch der Anteil an Messlicht, wel-
ches seine urspriingliche Polarisation besitzt, bei zunehmenden Streuungsereignissen
abnimmt. Dieser Effekt ist dabei umso starker, je hoher die Konzentration streuender
Partikel in der zu vermessenden Suspension ist (Guo et al., 2006). Wenngleich auch das
Streuveralten von chiralen Molekiilen polarisationsspezifisch ist (Bustamante et al.,
1983), und somit in den Reaktoren zum konformationsspezifischen Messsignal beitrug,
ist eine Verminderung der polarisationsspezifischen Absorption durch diverse Streuef-
fekte wahrscheinlich und kénnte das theoretisch vorhandene Plus an Spezifitat der
Polarisationsspektroskopie im Vergleich zur depolarisierten VIS-Spektroskopie konter-
kariert haben. Diese streuungsbedingte Depolarisation hat in Transmissionsmessungen
geringere Auswirkungen als in anderen Versuchsanordnungen wie beispielsweise Re-
flexionsmessungen (Guo et al., 2006), so dass durch die Nutzung anderer Messgeo-
metrien eher schlechtere Ergebnisse zu erwarten sind und die in dieser Arbeit gewahl-

ten Transmissionsmessungen bereits als ,,optimal® anzusehen sind.
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Angesichts der sehr geringen Intensitat von CD-Signalen sowie des individuell zusam-
mengestellten Versuchsaufbaus im Vergleich zu kommerziellen CD-Messsystemen,
erscheint es insgesamt jedoch als sehr wahrscheinlich, dass die Sensitivitat des Auf-
baus schlichtweg nicht ausreichend war, um die schwachen differentiellen Extinktio-
nen komplett verldsslich aufzunehmen. Zwar ist laut Drake (1986) die Messung (bzw.
Berechnung) von CD-Spektren anhand zweier Einzelspektren welche mit gegenlaufiger
Drehrichtung des polarisierten Messlichts aufgenommen wurden, ab einer Intensitat
von A, = 102 Extinktionseinheiten nicht zu beanstanden, jedoch stellt sich fur den in
dieser Arbeit gewahlten Versuchsaufbau die Frage, inwiefern die CD-Spektren korrekt
ermittelt wurden. In den untersuchten biologischen Proben liegen neben kristallinen
auch lamellar organisierte PHB-Polymere vor, welche nicht zwingend konsistent chira-
les Verhalten zeigen (Saracovan, 1999, S. 1-14, 5-26). Da der prozentuale Anteil lamel-
lar vorliegenden PHBs in den Proben variiert haben konnte, ist hier ein weiterer Faktor
gegeben, der die polarisationsspezifische Direktquantifizierung von PHB mdoglicher-
weise verhindert hat.

Wie oben diskutiert, kann zudem nicht ausgeschlossen werden bzw. es ist sogar wahr-
scheinlich, dass teilweise elliptische anstatt zirkularer Polarisation vorlag. Aufgrund von
Inhomogenitaten im Material der Reaktorbehalter kann der Grad der Elliptizitat bzw.
einer moglichen Depolarisation hierbei zwischen den einzelnen ReaktorgefalRen vari-
iert haben, wodurch es zu Verfdlschungen der gemessenen Spektren gekommen sein
kann. Durch die geringe Absolutintensitat der CD-Spektren kdnnen somit selbst gerin-
ge Messfehler zu fehlerhaft ermittelten CD-Spektren gefiihrt haben. Dies wiirde die
schlechte Qualitat der Regressionsmodelle, welche anhand dieser Daten erstellt wur-
den, hinreichend erkldren. Die Verwendung von spezialisierten Messgeraten erscheint
deshalb unerlasslich und bringt die Moglichkeit gravierender Verbesserungen in den

spektralen Qualitaten und somit im Verfahren insgesamt mit sich.

6.2.5.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im polarisierten VIS-Bereich

An dieser Stelle kdnnen aufgrund der oben genannten Probleme bei Messungen im
geschlossenen Reaktor lediglich jene Modelle sinnvoll diskutiert werden, die auf spekt-
ralen Messungen basieren, welche in Glaskiivetten durchgefihrt wurden. Hierbei zeig-

te sich, dass linksdrehende Strahlung zu favorisieren ist, da ihre Verwendung zu einer
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Verringerung der Vorhersagefehler der Regressionsmodelle fiihrte. Dass dies bei
rechtsdrehend polarisiert aufgenommenen und auch bei Verwendung von CD-
Spektren nicht der Fall war, lasst sich méglicherweise durch die weiter oben beschrie-
bene erhéhte Absorption von linksdrehender Strahlung im Vergleich zu rechtsdrehen-
der durch verschiedene Photosynthesepigmente erklaren. Dass diese Verbesserung bei
jenen Modellen nicht zu beobachten war, welche auf solchen Spektren beruhen, die im
geschlossenen Reaktor gemessen wurden, ist hochst wahrscheinlich vor allem auf die
polarisationsmodulierenden Materialeigenschaften der geschlossenen Reaktorbehalter
zuriickzufiihren. Durch die bereits weiter oben beschriebenen doppelbrechenden Ei-
genschaften der Polymermaterialien (siehe Abbildung 5.30 sowie Abschnitt 6.2.5.1) ist
eine Umwandlung der zirkularen Polarisation in eine elliptische wahrscheinlich, welche
die differentielle Absorption von links- und rechtsdrehend polarisierter Messstrahlung
behinderte. Es ist deshalb flr weitere Polarisationsmessungen direkt im System unab-
dingbar, diese Messungen durch nicht-doppelbrechende Materialien wie beispielswei-
se LDPE-Folien zu realisieren.

Eine endglltige Aussage zur Anwendungsgiite moglicher Vorbehandlungsmethoden ist
lediglich anhand einer einzigen Versuchsreihe als problematisch anzusehen. Beziiglich
der Effekte der verschiedenen Methoden sowie der erwartbaren Resultate sei zur
Vermeidung von Dopplungen an dieser Stelle auf den Diskussionsteil zur Ubersicht
multipler Versuchsdurchldaufe im unpolarisierten VIS-Bereich (Abschnitt 6.2.3.5) ver-
wiesen. Aufgrund der unterschiedlichen Verhaltensweisen der Modelle bei links- oder
rechtsdrehender Polarisation sowie bei Verwendung von CD-Spektren erscheint eine
Nutzung von unbehandelten VIS-Polarisationsspektren fiir das gewahlte Versuchssetup
insgesamt als optimale Vorgehensweise. Prinzipiell zeigte sich, dass die Verwendung
von polarisiertem Messlicht die Qualitat von PLS-Regressionsmodellen positiv beein-
flussen kann, dies jedoch unbedingt unter dezidierter Beachtung der Eigenschaften der
Reaktormaterialien geschehen muss um diese Vorteile tatsachlich nutzbar zu machen.
Dass die Verwendung von polarisierter Messstrahlung zudem Informationen liefern
kann, welche allein mittels unpolarisierter Strahlung nicht zuganglich waren, scheint

unbestreitbar.
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Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass im gewahlten Versuchsaufbau inner-
halb des geschlossenen Reaktors VIS-Polarisationsspektren nur eingeschrankt aufge-

nommen werden konnten.

6.2.6 NIR-Polarisationsspektroskopie

Die in diesem Abschnitt diskutierten Effekte und Ursachen sind in gewissem Ausmal$
mit jenen deckungsgleich, welche bereits fir die in Abschnitt 6.2.4 besprochenen Mes-
sungen bei Verwendung unpolarisierter NIR-Strahlung dargestellt wurden, weshalb zur
Vermeidung von Redundanzen an den entsprechenden Stellen dieses Abschnitts auf

vorhergehende Diskussionsteile verwiesen wird.

6.2.6.1 Polarisationsabhangiges Absorptionsverhalten der Polymermaterialien im
nah-infraroten Spektralbereich

Da fiir den NIR-Bereich keine visuelle Auswertung moglich war und zudem lediglich
eine Verzogerungsplatte zur Verfligung stand, wurden diese Messungen dort nicht
durchgefiihrt.

Aufgrund der Punkte, die im Diskussionsteil zum sichtbaren Spektralbereich (Abschnitt
6.2.5.1) aufgefiihrt wurden, ist ein Einfluss auf den Polarisationsgrad innerhalb der
Reaktoren, bedingt durch die optischen Eigenschaften der verwendeten Materialien,
jedoch sehr wahrscheinlich auch im NIR-Bereich gegeben, wobei dessen absolute Ein-

flussstarke nicht abschlieBend bestimmt wurde.

6.2.6.2 PHB-Referenzspektren fiir den polarisierten NIR-Bereich

Prinzipiell gelten fiir die Zuordnung der (differentiellen) Absorptionsbanden dieselben
Grundlagen, wie sie flr den unpolarisierten NIR-Bereich bereits in Abschnitt 6.2.4.3
beschrieben wurden. Aufgrund der verschieden starken Absorption von links- und
rechtsdrehend zirkular polarisierter Messstrahlung zeigen sich jedoch Unterschiede in
den absoluten Intensitaten der Absorptionsbanden. Dies deckt sich mit den Erwartun-
gen, da PHB als chirales Molekil grundsatzlich in allen Absorptionsbereichen dieses
differentielle Verhalten aufweist. Dass linksdrehend zirkular polarisierte Strahlung ins-
gesamt starker absorbiert wird, konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass sich biogenes
PHB aus N. muscorum als Polymer zu einer linksdrehenden Helix formt (Yokouchi et al.,

1973), wobei diese Deutung spekulativ ist, da lediglich anhand der Enantiomerform
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eines Molekiils nur schwer auf seine polarisationsspezifischen Absorptionseigenschaf-
ten geschlossen werden kann (Lahiri et al., 2014). Dass alle CD-Spektren im NIR-
Bereich auch aullerhalb von Absorptionsbereichen oberhalb der Nulllinie liegen ist
durch starkere Lichtstreuung bei linksdrehend zirkularer Strahlung als bei rechtsdre-
hender zu erklaren, wobei diese polarisationssensitiven Streueffekte generell einen
groflen Beitrag zu gemessenen CD-Spektren leisten kdnnen (Bustamante et al., 1983).
Insgesamt ist die Qualitdt der im NIR-Bereich gemessenen CD-Spektren relativ
schlecht, was auf die sehr geringen Intensitaten der differentiellen Extinktionen zu-
rickzufiihren ist, welche lediglich ein Hundertstel der urspriinglich gemessenen Extink-
tionssignale betragen. Hinzu kommt die starke Absorption von Wasser im vermesse-
nen NIR-Bereich, welche generell die Aufnahme von CD-Spektren in wassrigen Suspen-
sionen behindert (Keiderling, 2013).

Generell ist zu konstatieren, dass die Aufnahme von NIR-CD-Spektren eine extrem ho-
he Messgenauigkeit erfordert und auBerst storanfallig ist, weshalb Messungen in ei-
nem modifizierten Standardspektrometer und die daraus resultierenden Datensatze

stets kritisch auf Plausibilitat Gberprift werden missen.

6.2.6.3 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Bei Betrachtung der in Abbildung 5.45 und Abbildung 5.46 dargestellten Spektren fallt
auf, dass sich diese nicht sichtbar von jenen unterscheiden, welche mittels unpolari-
sierter Strahlung aufgenommen wurden. Deshalb seien die in Abbildung 5.47 gezeigten
CD-Spektren eingehender diskutiert, da sich hier differentielle Extinktionen zeigten.
Vor allem im Bereich um 940 bis 980 Nanometer sowie von 1120 bis 1200 nm zeigen
sich positive CD-Signale. Die erstgenannten sollten auf zweite Obertonschwingungen
von O-H-Bindungen, die letztgenannten auf Streckschwingungen zweiter Ordnung von
Methylgruppen sowie auf Obertonschwingungen von Carbonylgruppen zurickzufiih-
ren sein (Workman & Weyer, 2008, S. 98). Eventuell leisteten im kurzwelligen Bereich
um 900 nm auch Carotinoide durch ihre nicht-konservativen NIR-CD-Signale einen ge-
ringen Beitrag zur erh6hen Absorption linksdrehender Strahlung gegenliber rechtsdre-
hender (Georgakopoulou et al., 2006), dieser Betrag diirfte jedoch (sofern liberhaupt
detektierbar) nur sehr gering gewesen sein. Zwar konnten bei Vermessung von PHB-

Reinsubstanz lediglich im Bereich von 1170 nm konsistent CD-Signale detektiert wer-
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den, dass in den CD-Spektren ganzer Kultursuspensionen jedoch auch OH-Gruppen-
Signale stark vertreten sind, ist aufgrund der weit verbreiteten Integration dieses Bin-
dungstyps in verschiedensten zellularen Polymeren nicht verwunderlich. Es ist hierbei
nicht mit Sicherheit festzustellen, welchen Stoffen diese Signale explizit zuzuordnen
sind, da jedoch die meisten biologischen Polymere chirale Molekiile sind (Wang et al.,
2009), sind CD-Signale in diesem Wellenlangenbereich erklarbar. Auch dass dieser Wel-
lenlangenbereich in den erstellten Regressionsmodellen keinen Einfluss auf die PHB-
Vorhersage hat, ist aufgrund der weiten Verbreitung dieser Bindung schliissig. Bei Be-
trachtung der in Abbildung 5.49 dargestellten Ladungsvektoren der auf polarisierten
Spektraldaten basierenden Regressionsmodelle fallt auf, dass der Bereich um 1140 nm
besonderen Einfluss auf die PHB-Vorhersage hat. Wie bereits in vorangegangenen Ab-
schnitten erwahnt, liegen hier Obertonschwingungen der Carbonylgruppen von PHB
(im Bereich von 1140 bis 1170 Nanometern, Workman & Weyer, 2008, S. 98). Auffal-
lend ist, dass die entsprechende Bande schmaler ausfallt, als dies bei der Nutzung von
unpolarisierter Messstrahlung (vgl. Abbildung 5.28) der Fall ist. Es kann spekuliert wer-
den, dass anhand dieses Wellenlangenbereiches auf Grundlage von Polarisationsspek-
tren eine leicht selektivere PHB-Detektion stattfand als dies anhand von depolarisiert
gemessenen Spektren der Fall war. Demgegenliber steht jedoch der in Glaskivetten
erreichte RMSEP von 4,42 mg PHB pro Liter Kultursuspension, welcher hoher liegt als
jener, der anhand von depolarisierten Spektren erzielt wurde (3,04 mg - I%). Bei Be-
trachtung der detaillierter ausgefiihrten Modelle des 4. Versuchslaufes, welche auf
Spektren beruhen, die im geschlossenen Reaktor aufgenommen wurden, fillt zudem
auf, dass diese Modelle einen eher schlechten Zusammenhang zwischen gemessener
und vorhergesagter PHB-Konzentration zeigten. Die Verwendung von polarisierter
Messstrahlung war in diesen Fallen somit eher negativ zu bewerten verglichen mit un-

polarisiertem Messlicht.

6.2.6.4 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe im polarisierten NIR-Bereich

An dieser Stelle kdnnen aufgrund der oben genannten Probleme bei Messungen im
geschlossenen Reaktor analog zum polarisierten VIS-Bereich lediglich jene Modelle
sinnvoll diskutiert werden, die auf spektralen Messungen basieren, welche in Glas-

kiivetten durchgefiihrt wurden. Auch fiir den NIR-Bereich lieferte linksdrehend zirkular
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polarisierte Messstrahlung die besten Ergebnisse, das heiRt die Regressionsmodelle
mit den geringsten Vorhersagefehlern. Dass bei Verwendung von rechtsdrehend pola-
risiert aufgenommenen und auch von CD-Spektren die Fehler héher waren, lasst sich
moglicherweise durch die weiter oben beschriebene erhéhte polarisationsspezifische
Streuung von linksdrehender Strahlung erklaren.

Polarisationsmessungen (im geschlossenen Reaktor) fihrten jedoch stets zu héheren
Fehlerwerten als jene, die in den Modellen erzielt wurden, die auf depolarisierten
Spektraldaten basierten. Dies ist durch die oben genannte Beeinflussung der Ur-
sprungspolarisation durch das Reaktormaterial zwar erklarbar, zumindest fiir die Mes-
sungen in Glaskivetten jedoch verwunderlich. Es kann hier leider nicht abschlieRend
geklart werden, ob dies auf eventuelle Probleme bei der Durchfiihrung der Messungen
zurlickzuflihren ist, wahrscheinlicher ist jedoch, dass die polarisationsspezifischen Sig-
nale aufgrund ihrer geringen Intensitat nicht verldasslich aufgenommen wurden und
(wie bereits weiter oben erwahnt) das Versuchssetup mit einem modifizierten Stan-
dardspektrometer nicht optimal war.

Da analog zum polarisierten VIS-Teil keine Datenvorbehandlungsmethode konsistente
Verbesserungen der Regressionsmodelle mit sich brachte, scheint auch fir diesen
Spektralbereich die Nutzung von Rohspektren als Modellgrundlage optimal zu sein.
Insgesamt ist zu beachten, dass Extinktionsmessungen wassriger Suspensionen im NIR-
Bereich durch die hohe Eigenabsorption des Wassers gerade bei geringen Biomasse-
konzentrationen generell schwierig sind und vor allem die geringe Intensitat polarisati-
onsspezifischer Signale diese Problematik sehr verstarkt.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass im gewahlten Versuchsaufbau inner-
halb des geschlossenen Reaktors keine NIR-Polarisationsspektren verlasslich aufge-

nommen werden konnten.

6.2.7 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie

Das in Abbildung 5.53 gezeigte Raman-Spektrum von reinem PHB-Pulver zeigt sehr
saubere Raman-Peaks und nur eine minimale Grundlinie. Dies entspricht den Erwar-
tungen, da der konfokale Messaufbau die Aufnahme von Raman-Spektren mit hoher
Einstrahlungsintensitat bei einer gleichzeitig optimalen Filterung des Anregungslasers

ermoglicht. Da die Spektrenaufnahme zudem im Fokus des Mikroskopes geschieht,



Diskussion - 207 -

ergibt sich eine groRe Effizienz in der Erfassung des Raman-gestreuten Anregungslich-
tes bei gleichzeitig hoher Abbildungsscharfe, wodurch Storsignale (beispielsweise
durch Probentrager, Losemittel, etc.) sehr selektiv ausgeblendet werden kénnen. Das
aufgenommene Referenzspektrum von reinem PHB deckt sich sehr gut mit bereits
publizierten Spektren anderer Autoren. Beispielhaft ist in Abbildung 6.9 ein Spektrum
gezeigt, welches von Ciobota et al. (2010) veroffentlich wurde und anhand dessen die

Zuordnung der Raman-Peaks, so wie sie in dieser Arbeit bestimmt wurden geschieht.
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Abbildung 6.9: Von Ciobota et al. publizierte Raman-Spektren verschiedener Proben. Linker Bildteil:
Einzelzellspektrum von Acidiphilium cryptum JF-5 (a), Spektrum von amorphem PHB (b), Spektrum von
kristallinem PHB (c). Rechter Bildteil: Mittelwertspektren von Bacillus megaterium DSM 90 ohne (a) und

mit intrazellular akkumuliertem PHB (b).

Wie ersichtlich, gibt es Unterschiede in den Raman-Spektren von reinem PHB je nach-
dem in welchen Zustand (amorph oder kristallin) es sich befindet. Die Raman-Peaks im
Bereich von 1200 bis 1300 cm™ sind lediglich in Spektren der kristallinen Proben zu
finden und wurden auch in dem in dieser Arbeit aufgenommen Raman-Spektrum von
PHB (Abbildung 5.53) gefunden. Da ein Vorhandensein dieser Peaks stark davon ab-
hangig ist, in welchem Kulturzustand sich die untersuchten Organismen befinden

(Ciobota et al., 2010) und sie somit keine universelle Detektion von PHB erlauben, sei
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fir eine dezidierte Zuordnung der Peaks zu einzelnen Molekilbindungen auf oben ge-
nannte Quelle verwiesen. Im Bereich von ca. 2900 bis knapp oberhalb von 3000 cm™
zeigen sich auch in den im Verlaufe dieser Arbeit aufgenommenen Spektren starke
Raman-Signale. Diese sind auf Uberlagerungen verschiedener CH-Streckschwingungen
der CH;- sowie der CHs3-Gruppen diverser Stoffklassen (Proteine, Lipide, Nukleinsauren
und Kohlenhydrate) zurilickzufiihren (Naumann et al., 1995). Da diese Bindungen u.a.
in groBer Zahl in den Lipidmembranen von Mikroorganismen vorhanden sind und sie
somit ein relativ PHB-unspezifisches Raman-Signal hervorrufen, wurde von Raman-
Messungen in diesem Wellenzahlenbereich abgesehen, da mogliche PHB-Peaks stark
von Raman-Signalen anderer Zellkomponenten (berlagert werden. Der bei ca.
840 cm* sichtbare Peak ist C-C-Streckschwingungen zuzuordnen (Gonzdlez Torres et
al., 2007). Da dieser Bindungstyp jedoch sehr haufig in biologischen Organismen vor-
kommt, ist zu erwarten, dass dieser Peak fiir die selektive PHB-Quantifizierung nur
geringe Relevanz hat.

Ein weiteres Peakmuster im Bereich von ca. 1300 bis 1500 cm™ ist auf CHs- (1365 und
1402 cm™) sowie CH,-Deformationsschwingungen (1450 cm™) zuriickzufiihren (Ciobot3
et al., 2010). Dieses Muster taucht sowohl in Spektren von amorphem, als auch in je-
nen von kristallinem PHB auf, ist zudem in Mikroorganismen nachweisbar und diirfte
sich (wenngleich auch hier Uberlagerungen mit CH-Schwingungen anderer Zellbe-
standteile auftreten) zumindest in gewissem MaRe zur PHB-Quantifizierung eignen.
Am PHB-spezifischsten (und sowohl in der amorphen als auch der kristallinen Form
messbar) ist jedoch der Peak bei 1735 cm™, welcher auf C=0-Streckschwingungen zu-
rickzufiihren ist (Ciobota et al., 2010; Gonzalez Torres et al., 2007). Dieser Peak kann
theoretisch in den erstellten Regressionsmodellen grofRen Einfluss fir die PHB-

Quantifizierung mittels Raman-Spektroskopie aufweisen.

6.2.8 VIS-Raman-Spektroskopie

Nach der im vorangehenden Abschnitt erfolgten Peakzuordnung soll im Folgenden
zunachst diskutiert werden, inwiefern sich die Referenzmuster im genutzten faserge-
stitzten Versuchsaufbau wiederfinden liefen und nachfolgend die mittels Raman-
Spektroskopie gemessenen Spektren zur nicht-invasiven PHB-Quantifizierung geeignet

sind.
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6.2.8.1 PHB-Referenzspektren fiir den VIS-Raman-Bereich

Bei den in Abbildung 5.59 dargestellten, grundlinienbereinigten PHB-Raman-Spektren
fallt auf, dass die Qualitat der Spektren generell geringer ist, als die des Referenzspekt-
rums, welche am konfokalen Mikroskop aufgenommen wurde. Dies ist vor allem durch
die Eigenheiten des fasergestiitzten Versuchsaufbaus zu erkldren. So ist die Einkopp-
lung des Anregungslasers in die geschlossenen Reaktorbehdlter nicht fokussiert,
wodurch sich das Anregungslicht auf einen vergleichsweise groflen Durchmesser ver-
teilt (siehe Abbildung 4.10) Zwar wird durch diese Art der Einkopplung ein gréRerer
Probenbereich mit Licht bestrahlt und somit kénnen potenziell auch mehr Analyte er-
fasst werden, jedoch ist die Intensitatsdichte durch elastische Streuung, welche nicht
zum Raman-Effekt beitragt, insgesamt stark verringert. Hinzu kommt, dass das Raman-
gestreute Messlicht nur am Faserkopf eingefangen wird und seitlich abgestrahltes
Streulicht nicht den Detektor erreicht.

Nichts desto trotz, sind einige, bereits fiir das Referenzspektrum genannte Peaks, auch
in den per Messkopf gemessenen Spektren erkennbar. Die hier aufgezahlten Banden-
zuordnungen wurden (wie bereits im vorigen Abschnitt) den Arbeiten von Ciobota et
al. (2010) sowie Gonzalez Torres et al. (2007) entnommen.

So sind bei ca. 845 und 960 cm* Streckschwingungen von C-C-Bindungen zu erkennen,
welche wie bereits beschrieben zur Quantifizierung von intrazellularem PHB eher ge-
ringe Relevanz haben sollten. Bei 1340 sind zudem CH- und bei 1365 sowie 1480 cm™
CHs-Deformationsschwingungen zu erkennen, welche auch nur in geringem MalSe zur
Quantifizierung beitragen sollten. Bei 1219 cm™ sind des Weiteren asymmetrische
C-O-C-Streckschwingungen zu erkennen, welche augenscheinlich konzentrationsab-
hédngig sind. Die bei 1735 cm™ sichtbaren C=0-Streckschwingungen, welche in der Lite-
ratur als klar definierte Peaks erscheinen und fir die Quantifizierung essentiell sind (De
Gelder et al., 2008), sind hier jedoch nur schwach erkennbar. Zudem zeigt sich eine
kaum konzentrationsabhdngige Signalintensitat. Generell ist anzumerken, dass feiner
aufgeloste Konzentrationsunterschiede (so wie mittel VIS- bzw. NIR-Spektroskopie
vermessen) nicht verldsslich unterscheidbar waren und eine sichere Differenzierung
vor allem zwischen verschiedenen Gréfenordnungen von PHB-Konzentrationen mog-
lich war. Es bleibt zu erwahnen, dass in jenen Spektren, welche um den Wasser-

Blindwert bereinigt wurden, zwei Raman-Signale (bei 1476 sowie ca. 1165 cm™) fehlen,
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welche in den ungeblankten Spektren auftauchen. Diese stammen von den verwende-
ten Polypropylenreaktoren und sind auf Kombinationsschwingungen von CC- und CHs-
Bindungen zuriickzufihren (Arruebarrena de Bdez et al., 1995). Auch eine Bande bei
ca. 1640 cm™ fehlt nach Abzug des Blindwertspektrums, welche durch das Wasser an
sich hervorgerufen wird, genauer durch die intramolekulare Vibrationsschwingung der
OH-Bindung (Walrafen, 1964).

De Gelder et al. (2008) konnten eine nicht-invasive PHB-Quantifizierung mittels Ra-
man-Spektroskopie auf Einzelzellniveau bereits erfolgreich durchfiihren. Inwiefern die
nicht-invasive PHB-Quantifizierung aufgrund von Raman-Spektren in geschlossenen
Reaktoren moglich ist, lasst sich durch Betrachtung der Referenzspektren nicht ab-
schlieBend klaren und wird deshalb anhand der Versuchsdaten im folgenden Abschnitt

erortert.

6.2.8.2 Spektren im Kulturverlauf und Regression mit PHB-Gehalten

Wie anhand der in Abbildung 5.60 dargestellten Beispielspektren von verschiedenen
Nostoc-Kulturen zu erkennen, waren jeweils nur wenige Peaks innerhalb der Spektren
messbar. Bei Vergleich der Daten mit Literaturspektren wie beispielsweise dem in Ab-
bildung 6.10 dargestellten von Wang et al. (2010) oder jenen von Tanaka et al. (2009)

lassen sich bestimmte Signale sinnvoll zuordnen.

REWIV N
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Abbildung 6.10: Nach Wang et al. (2010) verdndertes Raman-Mikroskopie-Spektrum von Nostoc sp. bei
einer Anregungswellenldange von 1064 nm. Das Spektrum wurde im Vergleich zur Originalpublikation
horizontal gespiegelt dargestellt und neu beschriftet.
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So reprasentieren die auch in dieser Arbeit gefundenen Signale bei 1160 sowie 1523
und in abgeschwéchter Form bei 1007 cm™ ein klassisches Carotinoid-Bandentripel (de
Oliveira et al., 2010), welches auf das intrazellular in Nostoc muscorum vorherrschende
B-Carotin, sowie die ebenfalls in geringeren Mengen vorhandenen Carotinoide Ze-
axanthin, Caloxanthin Nostoxanthin und weitere (Arima et al., 2012) zurickzufihren
ist. Vor allem Signale der C=C-Streckschwingungen bei 1523 cm™ (auch ,vi“ genannt),
sowie der C-C-Streckschwingungen bei 1160 cm™ (auch ,,v,“ genannt) der Polyenketten
und von Deformationsschwingungen der C-CHs-Gruppen bei 1007 (auch ,v3“ genannt)
sind hier erkennbar (De Oliveira et al., 2010, Wang et al., 2010). Die Starke der Caro-
tinoidbanden lasst sich dabei durch Resonanzeffekte bei der gewdhlten Anregung im
sichtbaren Spektralbereich erklaren, wodurch Carotinoidsignale generell zu den starks-
ten Banden in biologischen Proben gehoéren (Wu et al., 1998).

Aufgrund der zu geringen Auflésung des Messsystems ist eine selektive Zuordnung der
Messsignale zu einzelnen Carotinoidspezies jedoch nicht moglich, weshalb lediglich
Aussagen Uber den Gesamtcarotinoidgehalt der Zellen getroffen werden konnten.

Die Bande bei ca. 850 Wellenzahlen ist auf lberstreuendes Licht des Anregungslasers
zuriickzufiihren, welches durch die Zellen und andere Partikel (wie beispielsweise Zell-
bruchstiicke) in den Detektor riickgestreut wurde und aufgrund suboptimaler Raylegh-
Filter im Versuchsaufbau nicht komplett eliminiert werden konnte.

Ahnliches gilt fiir den Peak bei 1705 cm™, welcher bei Anregung mit 488 nm bei einer
Absolutwellenldange von 532,2 nm liegt. Da bei der ,Herstellung” der Anregungslaser-
strahlung zunachst ein 1064-nm-Laser frequenzverdoppelt wird um in nachfolgenden
Schritten eine durchstimmbare Laserlichtquelle zu erhalten, ist stets ein geringer Anteil
an Laserlicht mit einer Wellenldnge von 532 nm im finalen Anregungsstrahl enthalten.
Dieser Anteil wird ebenso wie der Hauptlaseranteil (welcher wie erwdahnt bei 488 nm
liegt) innerhalb der Proben in den Detektor riickgestreut und ist somit ein Artefakt,
welches durch den Versuchsaufbau bedingt ist.

Die sehr engbandige Signalspitze bei 1267 cm™ ist auf Stérlicht zurlickzufiihren. Bei der
gewadhlten Anregungswellenlange von 488 Nanometern entspricht diese Verschiebung
einer absoluten Wellenlange von 520,2 nm, was sich fast genau mit der Atomemissi-
onslinie von Quecksilber bei 520,5 nm (Sansonetti & Reader, 2001) deckt und somit

nicht als Teil des Nostoc-Spektrums anzusehen ist.
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Die zwei bei 1345 und 1465 cm™ aufgetretenen Peaks innerhalb der Nostoc-Spektren
konnten nicht endgliltig zugeordnet werden. Mdoglicherweise handelt es sich hierbei
um Raman-Signale der Polypropylen-ReaktorgefdaRe, welche im Bereich von ca. 1350
sowie 1470 cm™ entsprechende Signaturen zeigten (siehe Abbildung 5.54). Eine weite-
re Erklarung bieten unspezifische CH-Deformationsschwingungen (welche bei 1344
cm liegen) beziehungsweise Signale von Lipiden (bei 1465 cm™), welche auf weitere
Zellbestandteile zurilickzufiihren sein kénnten (Talari et al., 2015). Da entsprechende
Nebenpeaks der spekulativen Lipidsignale fehlen ist diese Deutung jedoch mit dul3ers-
ter Vorsicht zu betrachten.

Der in Abschnitt 6.2.7 als fiir die Erstellung der Regressionsmodelle besonders wichtig
angenommene C=0-Peak konnte hingegen in den aufgenommenen Nostoc-Spektren
nicht wiedergefunden werden. Auch weitere PHB-spezifische Peaks konnten nicht ex-
plizit erkannt werden, so dass eine direkte PHB-Quantifizierung anhand stoffspezifi-
scher Raman-Signale augenscheinlich nicht erfolgte.

Die Auswertung der erstellten Regressionsmodelle anhand der im Reaktor aufgenom-
men Raman-Spektren zeigten denn auch vor allem Einfllsse jener Spektralbereiche, in
welchen die drei Carotinoid-Banden sichtbar waren. Zusatzlich waren in den Faktorstu-
fen 3-5 starke Einfllisse jener Wellenzahlenbereiche erkennbar, in denen lediglich
Streulichteffekte im Spektrum dominieren.

Fir die direkte PHB-Quantifizierung direkt im Reaktor bedeutet dies, dass offensicht-
lich keine PHB-spezifischen Raman-Peaks in den Kultursuspensionen gemessen werden
konnten. Vielmehr erfolgte (analog zu jenen Regressionsmodellen, welche anhand der
im sichtbaren Spektralbereich aufgenommenen Extinktionsspektren erstellt wurden)
die PHB-Quantifizierung indirekt anhand der kumulierten Informationen aus Biomas-
segehalt im Reaktorgefal (anhand der Intensitdt der gemessenen Streulichtanteile des
Anregungslasers) sowie der variierenden Pigmentierungen (anhand der Intensitat der
Carotinoid-Spektren) der einzelnen Zellen.

Dass keine der verwendeten Methoden zur Datenvorbehandlung der fluoreszenzbe-
reinigten Rohspektren zu Verbesserungen der Vorhersagegtte fihrte, ldsst sich durch
die Datenstruktur von Raman-Spektren schlissig erklaren. Eine Grundlinie, welche hat-
te entfernt werden kdnnen, war nicht vorhanden ebenso wenig wie Streulichteinflis-

se. Verfahren zur Normierung liefen ebenso ins Leere, da die einzigen (breitbandigen)
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Peaks, welche in anderen Fallen zur Punktnormierung nutzbar sind, zur Quantifizierung
notwendig waren. Einzig eine Peakverschiebung, welche durch Ableitungsspektren
hatte prononciert werden kénnen, ist aufgrund der bindungsspezifischen Peaklage und
sich moglicherweise ergebenden leichten Verschiebungen aufgrund von Strukturellen
Umbildungen im Carotinoidapparat denkbar (Jehlicka et al., 2014). So kdnnte die leich-
te Verbesserung des Vorhersagefehlers auf solche Peakverschiebungen zuriickzufiih-
ren sein, jedoch ist dies aufgrund der begrenzten Auflésung des verwendeten
Messaufbaus eher unwahrscheinlich. Letztlich sind bereits grundlinienkorrigierte Ra-
man-Rohspektren fiir diesen Aufbau die optimale Datenquelle zur anschlieBenden

Modellerstellung.

6.2.8.3 Ubersicht multipler Versuchsdurchliufe der Raman-Messungen

Die erreichten Vorhersagefehler von 2,85 mg I'! sind mit ca. 10 % des ins Modell inklu-
dierten Messbereiches relativ gering, wobei andere Autoren wie beispielsweise
Nadadoor et al. (2012) fiir Faktoren wie Glucose und intrazelluldre Olgehalte bei In-
situ-Messungen auf eine ahnliche GroBenordnung kommen. Selbige Autoren konnten
Biomassekonzentrationen sogar mit prozentual betrachtet héherer Auflésung bestim-
men, jedoch wurden jene Modelle anhand von gréReren Probenumfangen erstellt, ein
Faktor, der laut verschiedenen Autoren (z.B. Mulbry et al., 2012) zu einer Verringerung
von absoluten Vorhersagefehlern fiihren kann. Auch im Hinblick auf die in dieser Ar-
beit durchgefiihrten Versuche kénnten weitere Versuchsreihen mit stabilen Rahmen-
bedingungen zu weiter verringerten Vorhersagefehlern fiir PHB (oder andere Metabo-
lite) fUhren.

Bezogen auf das entwickelte Reaktorsystem ist zu sagen, dass problemlos Raman-
Spektren in situ aufgenommen werden konnen, die Empfindlichkeit im verwendeten
System jedoch derart gering ist, dass bisher vor allem resonant angeregte Pigmente
detektierbar sind und Stoffquantifizierungen somit eher nur indirekt erfolgen kénnen.
Durch Modifikation des Messaufbaus (beispielsweise durch Integration einer Ulbricht-
kugel-dhnlichen Messkammer) kénnte die Sensitivitdt jedoch gesteigert werden, so
dass ein breiteres Spektrum von Stoffen in situ detektiert werden kann. Insgesamt ist

anzunehmen, dass weitere Entwicklungen im Bereich der Raman-Spektroskopie sowie
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deren apparative Simplifizierung zu einer weiteren Verbreitung der Nutzung dieser

Spektroskopietechnik in der Phykologie fiihren werden.

6.2.9 NIR-Raman-Spektroskopie

Da bei einer Anregung im sichtbaren Spektralbereich Fluoreszenzsignale der zelluldaren
Pigmente (Chlorophylle, Carotinoide, Phycobilline) oftmals eine Aufnahme von saube-
ren Raman-Spektren erschweren bis unmoglich machen, war zu hoffen, dass das ge-
wahlte Messsystem diese Problematik eliminieren wiirde.

Wie zu erkennen, weist das in dieser Arbeit aufgenommene NIR-Raman-Spektrum von
PHB jedoch ein extrem schlechtes Signal-Rausch-Verhaltnis auf, was sich vor allem in
der Region von 1500 bis 2000 cm™ zeigt, in welcher bis auf den C=0-
Streckschwingungspeak bei 1734 cm™ keinerlei Signale zu erwarten sind. Die gewahlte
Integrationszeit von 10 Sekunden ist dabei relativ hoch und auch noch langere Mess-
dauern brachten keinerlei Verbesserung in der Spektrenqualitdt mit sich. Anhand des
aufgenommenen Spektrums von reinem PHB, sowie weiteren Testspektren von
Cyanobakterien, welche keine distinkten Raman-Peaks und generell schwache Intensi-
taten zeigten (wahrend die Laserleistung bereits so hoch eingestellt war, dass einzelne
Proben Hitzeschaden aufwiesen) kann konstatiert werden, dass eine Aufnahme saube-
rer PHB-Spektren mit dem genutzten portablen Messsystem nicht moglich war. Eine
Quantifizierung von PHB in Kulturen von Cyanobakterien direkt im Reaktor erscheint
aufgrund der nicht vorhandenen Fluoreszenz, welche im sichtbaren Anregungsbereich
starke Probleme verursacht, theoretisch zwar denkbar, jedoch musste hierfiir ein an-
deres Messsystem genutzt werden. So konnten Ando et al. (2011) und andere Autoren
zwar bereits saubere NIR-Raman-Spektren von Cyanobakterien bei Messdauern unter
30 Sekunden je Probe aufnehmen, jedoch wurden diese Versuche mittels Mikroskop
und daran gekoppeltem Raman-System aufgenommen, was stets eine Probenaufberei-
tung erfordert und somit ein invasives System ist.

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse wurde von weiteren Versuchen mit dem por-

tablen NIR-Raman-System abgesehen.
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7 SchluB3folgerung & Bewertung

7.1 Entwickelter Einwegreaktor

Ein Teilziel dieser Arbeit war es, ein geschlossenes Einweg-Reaktorsystem auf der Basis
von Polymermaterialien aus dem Lebensmittelbereich zu konzipieren und dessen Ei-
genschaften als Kultursystem fiir die Anzucht von marinen Mikroorganismen zu evalu-
ieren.

Bezliglich der Polymermaterialien ist zu konstatieren, dass die verwendeten Materia-
lien sowohl kostengiinstig und in groBen Mengen zu beschaffen und zu verwenden
sind, als auch durch ihren vorgesehenen Einsatz in der Verpackung von Lebensmitteln
durch physiologische Unbedenklichkeit Giberzeugen.

Das verwendete Verfahren zum VerschlieRen des Systems ist einfach und schnell und
bei geeigneter Arbeitsplatzarchitektur komplett steril realisierbar.

Die zur Anzucht photoautotropher Organismen notwendige Gasdurchlassigkeit der
Verschlussmaterialien war bei den verwendeten Polymeren nur in bedingtem MalRe
gegeben. Zum einen weisen viele Polymermaterialien (gerade bei entsprechend grolRer
Foliendicke) eine relativ geringe Permeabilitat fir CO, auf, zum anderen ist gerade die
Durchlassigkeit fiir Sauerstoff oftmals nur minimal. Dies flhrte in den durchgefiihrten
Wachstumsversuchen bei einigen Versuchsvarianten zu verringerten Wachstumsraten
im Vergleich zum gewahlten Referenzsystem (mit Alufolie verschlossenen Glaskolben).
Lediglich die Verwendung von LDPE-Adhasionsfolie (welche jedoch nur duRerst schwie-
rig siegelbar ist) erlaubte es, hohe Zelldichten zu erreichen. Kultivierungsversuche mit
photoautotrophen Organismen kénnen somit bei nicht optimaler Materialwahl nur bis
zu einer gewissen Zelldichte durchgefiihrt werden, da sonst das Anzuchtsystem an sich
wachstumslimitierend wirkt und etwaige Versuchsergebnisse verfalschen kann.

Auf der anderen Seite zeigte sich jedoch, dass aufgrund der Abgeschlossenheit des
Systems extreme Langzeitlagerungen einiger Algen- und Cyanobakterienspezies mog-
lich sind, ohne dass es zu Kontaminationen der Versuchskulturen kommt. Dies setzt
voraus, dass der Verschlussvorgang unter sterilen Bedingungen erfolgt. Ist dies der Fall,
konnen Standzeiten von mehreren Monaten bis zu Jahren erreicht werden, nach de-

nen die Kulturen zu erneutem Wachstum gebracht werden kénnen. Dies kdnnte weite-
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re Anwendungsmoglichkeiten des Reaktorsystems erméglichen, beispielsweise bei der
Lagerung von Algenspezies in Stammsammlungen oder auch zur Lagerung und zum
Transport bzw. zum Containment von (transgenen) Organismen.

Die Moglichkeit zur nicht-invasiven Durchfiihrung von optischen Analysen direkt im
geschlossenen Reaktorsystem ist gegeben und wird im folgenden Abschnitt ausfiihrlich
diskutiert.

Das Ziel, ein fiir Screeningversuche nutzbares Reaktorsystem zu entwerfenm wurde
somit (unter den oben genannten Vorbehalten) erreicht, wobei die Einfachheit des
Systems und die trotz allem moglichen Kultivierungs- und Analyseoptionen einen brei-

ten Einsatz in der Erforschung mariner Organismen begiinstigen kénnen.

7.2 Optische In-situ-Analysen

Neben der reinen Kultivierung verschiedener Organismen im entwickelten Reaktor
sollten Moglichkeiten zur Kulturiiberwachung und zum gezielten Nachweis (intra-) zel-
lularer Metabolite direkt im System implementiert und neu erarbeitet werden. Hierzu
wurden verschiedene Messtechniken zunachst auf ihre theoretische Eignung zur An-
wendung im Reaktor betrachtet, die vielversprechendsten Techniken ausgewahlt und
innovative Verfahren erprobt und zur Anwendung am System modifiziert.

In der folgenden Tabelle 7.1 ist die bereits im Kapitel zum Stand des Wissens aufge-
flhrte

Tabelle 2.3 um die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse erweitert.
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Tabelle 7.1: Zusammenfassender Vergleich der verwendeten optischen Analysemethoden bei Einsatz
direkt im geschlossene Reaktor. Als Referenzen dienen Kessler (2006) und Penner (2010), wobei die in
Fettschrift dargestellten Daten auf den in dieser Arbeit erzielten Versuchsergebnissen basieren und dem
direkten Vergleich mit in der Literatur beschrieben Verfahrenseigenschaften dienen.

Parameter uv/ VIS NIR Polarisation Fluoreszenz Raman
Wellenlangen- 10-380/ 780-2500 420 - 720 bzw. Aanregung Z.B. 100 - 1064
bereich (nm) 380-780 900 -1300 900 - 1300 400-660; Apetekti- 488 bzw.
420-720 vis NIR on 2.B. 695 -770 1064
In dieser Arbeit 3,7512 3,5721 5,7402 5,1817 - 2,8518
erreichte Vorher- [16,06 %] [23,03 %] [24,6 %]  [22,2 %] [10,6 %]
sagegenauigkeit? R?=0,848 R?= 0915 R?=0,71 R?=0,72 R2=0,95
(Vorhersagefehler 50118
inmg 1) [21,45 %]
R2=0,775
Empfindlichkeit +++ +(+) k. A. +++(+) (+)
++ ++ --- - -
Sampling +++ +++ k. A. ++ +++
+++ ++ + +++ +++
Arbeiten in wassri- +++ + k. A. ++ +++
gem Medium ++ -- +/- +/- + 44
Universelle An- +++ ++ k. A. + +
wendbarkeit fur + + - -- -
diverse Zielanalyte
Anwendbarkeit fur +++ +++ k. A. + +++
die Prozessanalyse +++ ++ -- -- ++
Kombinationsmog- +++ +++ k. A. +++ +++
lich mit Lichtleitern +++ +++ - +4++
Signal Absorption  Absorption Absorption Emission Streuung
Extinktion  Extinktion Extinktion Emission Streuung
Signalstabilitat des ++ ++ -- - +
Messsystems
Relative Kosten 1 3-5 k. A. 4-6 8-12
2 4 5 4 10

1 Angegeben als mittlerer Vorhersagefehler der PHB-Vorhersage in mg I'* bzw. in eckigen Klammern als
prozentualer Anteil des Vorhersagefehlers bezogen auf die Gesamtvarianz der Messdaten einer Ver-

suchsreihe.

Da im Zuge der Messungen leichte Optimierungen am verschiedenen Messverfahren vorgenommen
wurden, sind Fett gedruckt die jeweils erreichten geringsten Vorhersagefehler je Verfahren angegeben.
In Kursivschrift sind jeweils die Fehler der vierten Versuchsreihe fiir einen Vergleich der Methoden
anhand desselben Datensatzes angegeben.
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Es zeigte sich, dass bereits etablierte Spektroskopietechniken relativ einfach an das
entwickelte Reaktorsystem angepasst werden konnten. Gerade die VIS- sowie die NIR-
Spektroskopie konnte weitestgehend an handelsiblichen Spektrometern durchgefihrt
werden, welche lediglich leicht modifiziert werden mussten um die geschlossenen Re-
aktorgefdalle zu vermessen. Gleiches gilt fir die Fluoreszenzanalysen, welche durch
gefilterte Bildaufnahmen im Reaktor stattfinden konnten. Die Polarisationsspektrosko-
pischen Messungen waren ebenfalls in Standard-Spektrometern durchfihrbar, jedoch
mussten hierflir eigens optische Filter verbaut und exakt ausgerichtet werden, was
einen erhdhten apparativen und Versuchsaufwand darstellte. Die Durchfiihrung der
Raman-Spektroskopie mittels Faseroptiken war prinzipiell durchfiihrbar, hierbei waren
durch das gewdhlte Versuchssetup die Streulichtverluste jedoch relativ hoch, so dass
eine weitere Anpassung des Systems unabdingbar erscheint um verwendbare Ergeb-
nisse zu erzielen.

Einschrankungen der theoretisch nutzbaren Wellenlangenbereiche ergaben sich fir
fast alle Messmethoden, was in den Material- und Probeneigenschaften begriindet
liegt. Im kurzwelligen VIS-Bereich sind die Strahlungsdurchldssigkeiten der Reaktoren
an sich relativ gering, wodurch der Messbereich zum Kurzwelligen eingeschrankt wird.
Gleiches gilt fiir den NIR-Bereich, in dem sich vor allem die hohe spezifische Absorption
der Anzuchtmedien oberhalb von 1300 nm als Problem erwiesen. Da Wasser oberhalb
dieser Wellenlange sehr stark die Messstrahlung absorbiert, sind hier keine sinnvollen
Ergebnisse erzielbar, was insofern negativ ist, als das viele Absorptionssignale NIR-
aktiver Stoffe erst oberhalb von 1300 nm in quantitativ auswertbarer Intensitat auftre-
ten. Auch sind gerade bei der VIS- und NIR-Spektroskopie die messbaren Schichtdicken
bzw. Kulturdichten stark eingeschrankt, da sich bei zu hohen Extinktionswerten starke
Abweichungen vom Lambert-Beerschen Gesetz ergeben und eine konzentrationsab-
hadngige Signalintensitdt nicht mehr gegeben ist. Der fir optische Messungen nutzbare
Spektralbereich ist somit gegeniber stationdren Messverfahren, beispielsweise mit
Kivetten geringer Schichtdicken, stark eingeschrankt, was zu einem Verlust potenziell
aufnehmbarer Informationen fiihrt.

Betrachtet man die Selektivitat der einzelnen Verfahren bei ihrer Anwendung im Reak-
tor, so ergibt sich ein durchaus gemischtes Bild, dessen Bewertung je nach Fragestel-

lung durchaus variieren kann. Im Zuge der VIS-Spektroskopie duBert sich dies dahinge-
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hend, dass zwar Stoffe, welche keine konjugierten Doppelbindungssysteme aufweisen
keine verwertbaren Signale zeigen und somit nicht detektiert werden kénnen. Will
man jedoch solche Stoffe quantifizieren, welche im sichtbaren Spektrum Strahlung
absorbieren oder lediglich anhand auftretender Pigmentierungen o.a. indirekte Aussa-
gen treffen, so ist dies durchaus moglich. Gleiches gilt fir die NIR-Spektroskopie, wobei
die wassrigen Kulturmedien bei der Vermessung von Kultursuspensionen das grofite
Problem darstellen. In den durchgefiihrten Messungen zeigte sich jedoch, dass auch im
verschlossenen Reaktor spezifisch intrazellulare Metabolite detektiert und quantifiziert
werden konnen. Die Selektivitdt der Chlorophylifluoreszenzmessungen war (zumindest
im Hinblick auf Korrelationen mit der intrazellularen PHB-Synthese) duRerst begrenzt.
Zwar konnten belastbare Fluoreszenzdaten direkt im Reaktor erhoben werden, da den
gemessenen Stresssignalen jedoch nur anhand der Messdaten keinerlei Ursachlichkeit
sinnvoll zugewiesen werden kann, kann diesem Verfahren im Hinblick auf eine nicht-
invasive Quantifizierung von Inhaltsstoffen wenn lGberhaupt eine unterstiitzende Auf-
gabe zukommen um die Ergebnisse anderer Messverfahren physiologisch zu komplet-
tieren. Die theoretisch sehr selektiven Ergebnisse von Raman-spektroskopischen Mes-
sungen konnten in dieser Arbeit leider nicht erreicht werden. Die Messungen direkt im
Reaktor waren lediglich bei unnatiirlich hohen Analytkonzentrationen erfolgreich, wo-
bei die Qualitat der gemessenen Raman-Spektren in keinster Weise analytischen An-
spriichen geniigte. Zwar konnten vereinzelt Raman-Peaks gemessen werden, jedoch
nur von resonant angeregten Pigmenten und nicht vom ausgewahlten Beispielanalyt.
Es ist fraglich, inwiefern apparative und versuchstechnische Verbesserungen des ge-
nutzten Messsystems es ermoglichen, qualitativ hochwertige Raman-Spektren direkt
im Reaktor zu messen, vermutlich ist die potenziell erzielbare Spezifitdit der Methode
praktisch nicht im Reaktorsystem erreichbar. Die durchgefiihrten polarisationsspektro-
skopischen Messungen brachten im Vergleich zur nicht-polarisierten Versuchsanlage
keine nennenswerten Verbesserungen in der Selektivitat, hier ist jedoch ein grolles
Potenzial flr weitere Experimente gegeben, da gerade fiir den NIR-Bereich kaum ver-
gleichbare Arbeiten existieren. Hierbei sind jedoch weitere Versuche notwendig, um
konstante Polarisationseigenschaften des Messlichtes nach Eintritt in die Reaktoren zu

garantieren.
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Da alle spektroskopischen Messungen direkt im Reaktor stattfanden, wurden im VIS-
und NIR-Bereich Extinktionsspektren aufgenommen, in welchen sich Absorptions- und
Streueffekte liberlagerten. Durch die Verwendung von Ulbricht-Kugeln oder dhnlichen
Aufbauten konnten die Streulichtanteile dem Messprozess jedoch erhalten bleiben,
wodurch eine Aufnahme reiner Absorptionsspektren moglich ware. Das gleiche Prinzip
konnte zur Aufnahme von Raman-Spektren angewandt werden, wodurch theoretische
sauberere Spektren erzielt wirden und die Selektivitat generell erhéht wiirde.

Die mittels der verschiedenen Methoden erzielte Messempfindlichkeit unterschied
sich sehr stark voneinander. So konnten im VIS- und im NIR-Bereich auch Analytsus-
pensionen sehr geringer Konzentrationen zuverlassig voneinander unterschieden wer-
den, wahrend dies per Raman-Spektroskopie bzw. Fluoreszenzanalysen nicht moglich
war. Somit sind die erstgenannten Techniken im Hinblick auf die durchgefiihrten Ver-
suche vom Empfindlichkeitsverhalten zwar klar zu bevorzugen, sollen jedoch bei-
spielsweise fluoreszenzmarkierte Stoffe quantifiziert werden, so sind auch entspre-
chende Messungen direkt im System moglich und gegebenenfalls zu favorisieren.
Betrachtet man den apparativen Aufwand, so ist zu bemerken, dass dieser naturge-
malk von bereits existenter Infrastruktur abhangig ist. Messungen im VIS- sowie im
NIR-Bereich sind ohne weiteres direkt in lediglich leicht modifizierten Standardspekt-
rometern durchfiihrbar, was ohne Zweifel ein unschatzbarer Vorteil des entwickelten
Reaktorsystems ist. Ob die zur Aufnahme von Polarisationsspektren nétigen optischen
Filter eine Anschaffung wert sind, ist nach Evaluierung der durchgefiihrten Versuche
zumindest fraglich. Was jedoch offensichtlich ist, ist der erhéhte Aufwand der durch
diese Art der Messungen entsteht. So bietet die Montage der Filter im Messsystem,
sowie ihre stets exakte Ausrichtung ein nicht unerhebliches Potenzial zur Einfiihrung
von Messfehlern, was einem breiten Einsatz dieser Technik entgegensteht. Gleiches
gilt fir die Raman-spektroskopischen Messungen, welche definitiv den hdchsten
Messaufwand der genutzten Techniken besitzen. Neben den nétigen hochwertigen
und teuren Apparaturen ist eine dauBerst exakte Ausrichtung sowie Kalibrierung des
Systems in kurzen Zeitintervallen notwendig, was eine Verwendung von nicht extrem

standardisierten Systemen fiir die Stoffquantifizierung im Reaktor verhindert.
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Zusammenfassend ldsst sich konstatieren, dass VIS- und NIR-spektroskopische Mes-
sungen apparativ am einfachsten waren, Raman-spektroskopische Messungen jedoch
die besten PHB-Vorhersageergebnisse erlaubten und diese Technik (zumindest per-
spektivisch) das grofRes Potenzial fiir eine stoffspezifische In-situ-Detektion von Inhalts-
stoffen zeigt.

Speziell im Hinblick auf die In-situ-Bestimmung von PHB lasst sich sagen, dass dieser
Beispielanalyt aufgrund fehlender Absorption im VIS-Bereich sowie aufgrund fehlen-
den Resonanzverhaltens bei Raman-Messungen schwer zu detektieren ist. Dies zeigte
sich auch dadurch, dass auBer im NIR-Bereich (in dem zumindest teilweise von einer
stoffspezifischen Detektion ausgegangen werden kann) keine direkte Quantifizierung
stattfand, sondern dies lediglich indirekt gelang.

Die erreichten Fehlerwerte der chemometrischen PHB-Bestimmung sollten dabei zu-
mindest fir grobe Screeninganwendungen ausreichen, fiir genauere In-situ-PHB-

Quantifizierungen ist das vorgestellte System jedoch nur bedingt geeignet.
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8 Ausblick

Im entwickelten Reaktor ist die Kultur photoautotropher Organismen moglich und zu-
dem sind verschiedene Analysetechniken (zumindest prinzipiell) fiir einen In-situ-
Einsatz am geschlossenen System adaptierbar.

Raum fiir Verbesserungen zeigte sich vor allem bei den verwendeten Verschlussfolien,
welche in ihrer Gasdurchlassigkeit teilweise sehr limitiert sind und somit potenziell
wachstumshemmend wirken. Die Erprobung von Materialien mit héheren Durchladssig-
keiten bzw. die Integration von Verschlusselementen, welche einen héheren Gasaus-
tausch ermoglichen, ist ein Ansatzpunkt um das System auch zur Anzucht von Kulturen
mit hohen Zelldichten nutzen zu kénnen.

Im Zuge der optischen Analysen zeigten sich klassische Eigenschaften spektroskopi-
scher Messungen (wie beispielsweise die Aufnahme von Extinktionsspektren anstatt
reiner Absorptionsspektren) welche durch verdanderte Versuchsaufbauten gelost wer-
den konnen. Hier liegt groBes Potenzial um qualitativ noch hochwertigere Spektralda-
ten zu erfassen.

Im VIS-spektroskopischen Teil zeigte sich, dass es prinzipiell moglich ist, Metabolite
indirekt Gber Veranderungen im Pigmenthaushalt zu quantifizieren. Wenn dieser me-
tabolische Zusammenhang zwischen Zielanalyt und vermessener Pigmentierung kon-
sistent ist, sollten auch indirekte Nachweise anderer Stoffe moglich sein, was in weite-
ren Arbeiten zu prifen ware.

Im NIR-Bereich sind aufgrund der extrem starken Absorption von wassrigen Kulturme-
dien oberhalb von 1300 nm kaum weitere Verbesserungen im Hinblick auf nutzbare
Messbereiche denkbar. Eine weitere Standardisierung der durchgefiihrten Messungen
direkt in geschlossenen Reaktoren scheint einer der Hauptansatzpunkte fiir verbesser-
te Qualitdat von Messdaten zu sein. Speziell die Aufnahme von (Fourier transformier-
ten) Interferogrammen im Gegensatz zur dispersiven Aufnahme verschiedener Wellen-
langen nacheinander dirfte zu besserer Gite der gemessenen Spektraldaten fiihren,
da innerhalb der Aufnahme eines Spektrums Storeffekte wie beispielsweise ein Absin-

ken der Probe 0.a. ausgeschlossen wird.
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Bei Verwendung polarisationsspektroskopischer Methoden scheinen fiir Messungen
innerhalb der Reaktoren lediglich Verbesserungen moglich, wenn bei der Auswahl der
Siegelmaterialien strikt darauf geachtet wird, dass isotrope Materialien verwendet
werden, welche polarisierte Messstrahlung transmittieren ohne ihren Polarisationszu-
stand zu verandern. Die Verwendung von Siegelfolien aus Polyethylen geringer Dichte,
welche polarisierte Messstrahlung unverdandert transmittieren, kann hier bereits zu
reproduzierbareren Ergebnissen verhelfen. Polarisationsspektroskopische Messungen
sind nur schwer in Plastikreaktoren zu realisieren. Der Einsatz von Polarisationsspekt-
roskopischen Methoden diirfte vor allem fiir Messungen in optisch isotropen Reaktor-
gefallen Verbesserungen erbringen.

Die Implementierung Raman-Spektroskopischer Messungen gelang nur begrenzt, wo-
bei auch hier Raum fiir Verbesserungen ersichtlich wurde. So kdnnten veranderte Ver-
suchssetups (wie beispielsweise Ulbricht-Kugeln) Fortschritte mit sich bringen und un-
langst publizierte Arbeiten, in welchen beispielsweise frequenzverschobene Laseran-
regungen genutzt wurden (Noack et al., 2013), legen nahe, dass bessere Ergebnisse
erreichbar sind, als die in dieser Arbeit erzielten.

Verfahren zur Ortsaufgel6sten Analyse von Kultursuspensionen (so wie sie Anhang
dieser Arbeit beschrieben werden) kénnten zudem als weitere Techniken genutzt wer-
den um auch morphologische Parameter von Kultursuspensionen und einzelnen Zellen

in situ zu bestimmen.
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10 Anhang

10.1 Spektroskopische Begriffsdefinitionen

Quantenmechanische Betrachtung

Geometrische Optik

Diese Arbeit

In der Quantenmechanik wird einzel-
nen Photonen sowohl Wellen- als
auch Teilchencharakter zugeschrie-
ben. Da einzelne Photonen stets Ei-
genschaften einer gesamten Wellen-
front besitzen, kénnen sie sich wie
eine solche verhalten, was Effekte wie
Interferenzen, Beugung etc. erklart.
Gleichzeitig wird das gequantelte
Wesen von Photonen beriicksichtigt,
welches Phanomene wie den Photoef-
fekt o.a. erklart.

Die mogliche Uberlagerung verschie-
dener Zustdnde eines Photons erlaubt
letztlich nur statistische Aussagen
Uber Auftretenswahrscheinlichkeiten
einzelner Zustinde, der tatsachliche
Ist-Zustand ergibt sich erst bei einem
Eingriff in das bis dahin undefinierte
System. Aus diesem Grund, ist die
guantenmechanische Behandlung von
Licht stets auf Wahrscheinlichkeiten
gegriindet, mit denen einzelne Photo-
nen an bestimmten Orten lokalisiert
sind, bzw. wie sie sich vor und nach
Interaktionen mit Materie verhalten.
Die Annahme von Photoneneigen-
schaften (z.B. Polarisationszustand) als
reine Eigenschaftswahrscheinlichkei-
ten ist essentiell bei der quantenme-
chanischen Betrachtung der Eigen-
schaften von elektromagnetischer
Strahlung.

Klassisch kann Licht auch als
Transversalwelle gedeutet
werden, welche sich mittels
geometrischer Prinzipien in
ihrem Verhalten beschrei-
ben lasst (z.B. das Reflexi-
onsgesetz). Von einer Strah-
lungsquelle emittierten
Photonenwolken  kdnnen
dabei als ,Teilchenstrahlen”
angesehen werden, welche
sich in ihrer Gesamtheit den
(linearen) Regeln der geo-
metrischen Optik entspre-
chend verhalten.

Effekte  wie Interferenz
verschiedener Wellen las-
sen sich erklaren und eine
genaue Vorhersage, Uber
das raumliche Verhalten
einer Wellenfront und da-

Da in dieser Arbeit in der VIS-
und NIR-Spektroskopie stets das
Verhalten der gesamten appli-
zierten Messstrahlung auf eine
Probe untersucht wurde,
scheint eine Betrachtung dieser
Strahlung als ,,Wahrscheinlich-
keitswelle” unter Beachtung der
Regeln der geometrischen Optik
als ausreichend. Beobachtete
Effekte wie Absorption, Streu-
ung etc. innerhalb vermessener
Kultursuspensionen lassen sich
so bereits hinreichend abbilden.

Interaktion zwischen einzelnen Pho-
tonen und den Elektronenwolken von
Molekilen, bei denen Energie des
Photons auf das Molekiil Gbertragen
wird. Hierbei missen die Schwin-
gungsfrequenzen einfallender Photo-
nen und jene der Elektronen eines
Molekiils koinzidieren. Der Vorgang ist
physikalisch auch als inelastischer StoR
deutbar.

mit der Gesamtheit der
einzelnen  Photonen st
moglich.

Absorption

Interaktion von Lichtwelle
und Molekil/Kérper, wel-
che festgelegten Richtungs-
abhangigkeiten folgt und
durch welche die Welle
abgeschwacht bzw. ausge-
I6scht wird. Diese Abschwa-
chung wird mathematisch
mittels einfacher Koeffizien-
ten abgebildet.

In dieser Arbeit ist eine Betrach-
tung nach der geometrischen
Optik gewdhlt worden, da dies
die aufgetretenen Effekte hin-
reichend beschreibt.

Es werden faktisch einzelne
Photonen absorbiert wobei die
Richtungsabhdngigkeiten  den
Gesetzen der der geometri-
schen Optik folgen.
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Quantenmechanische Betrachtung

Geometrische Optik

Diese Arbeit

Absorption von Strahlung durch ein
Streuzentrum (Molekil o0.4.) bei
gleichzeitiger Anregung von Dipol-
schwingungen im Streuzentrum und
unmittelbar folgender Abgabe von
Sekundarstrahlung. Die Sekundar-
strahlung wird mit veranderter Aus-
breitungsrichtung als Strahlung glei-
cher Wellenlange emittiert (elastische
Streuung) oder es werden langwellige-
re Photonen emittiert (z.B. Raman-
Streuung) und das Molekil verbleibt
in einem erhohten Energiezustand
(inelastische Streuung).

Streuung

In der geometrischen Optik
ist die Streuung von elekt-
romagnetischer Strahlung
meist schlicht als eine un-
scharf vorhersagbare Ab-
lenkung der Ausbreitungs-
richtung von der Ursprungs-
richtung anzusehen.

In dieser Arbeit wird Streuung
vor allem geometrisch betrach-
tet. Streulichtverluste wurden
nicht explizit gemessen, son-
dern sind in der Extinktion in-
kludiert (mit Ausnahme der
Raman-spektroskopischen Mes-
sungen, wo lediglich Streulicht
das Messsignal bildet).

Reflexion ist die gerichtete Rickstrah-
lung von Photonen. als Sonderfall der
Streuung. Hierbei interagieren Photo-
nen und Molekile, so dass es zu einer
Photonenabsorption direkt gefolgt
von einer Re-Emission kommt, wobei
das emittierte Photon eine andere,
vorhersagbare Ausbreitungsrichtung
aufweist. Es kommt zu keinem dauer-
haften Energielbertrag, analog zu
einem elastischen StoR.

Reflexion

In der geometrischen Optik
folgt die Reflexion von
Strahlung vor allem dem
Reflexionsgesetz  (Einfalls-
winkel = Ausfallswinkel)
und wird mathematisch
mittels einfacher Koeffizien-
ten abgebildet.

In dieser Arbeit wird Reflexion
meist geometrisch betrachtet,
da sie vor allem im Zuge von
Lichtverlusten an Grenzflachen
(oder ihrer Rickreflexion in den
Detektor) wichtig ist.

Auch Reflexionsanteile wurden
nicht explizit gemessen, son-
dern sind in der Extinktion in-
kludiert.

Hierbei werden Photonen von Mole-
kilen absorbiert und nachfolgend als
Photonen mit langeren Wellenlangen
emittiert. Zunachst prinzipiell ver-
gleichbar der Absorption, jedoch ver-
bleibt nur ein Teil der absorbierten
Energie im angeregten Molekil. Die
Photonenemission  erfolgt zudem
isotrop in alle Raumrichtungen.

Fluoreszenz

In der geometrischen Optik
nicht relevant.

In dieser Arbeit wird unter dem
Begriff Fluoreszenz die links
aufgefiihrte quantenmechani-
sche Deutung verstanden.

Langlebigere Phosphoreszenzef-
fekte spielen in dieser Arbeit
keine Rolle.

In der Quantenmechanik kein ge-
brauchlicher Terminus, auBer ggf. zur
Beschreibung des ,Verschwindens”
eines Photons bei Ubertragung von
dessen Energie auf Materie.

Extinktion

In der klassischen Optik
fasst dieser Begriff die Ab-
schwachung einer Strahlung
durch kombiniertes Wirken
von Absorption, Reflexion,
Streuung und Beugung
zusammen.

In dieser Arbeit bezieht sich der
Terminus Extinktion auf die
kumulierte Abschwachung einer
Messstrahlung durch die Kom-
bination von Absorption, Streu-
ung, Beugung und Reflexion,
ohne, dass diese einzelnen
Faktoren getrennt voneinander
gemessen werden.
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Quantenmechanische Betrachtung

Geometrische Optik

Diese Arbeit

Prinzipiell wechselwirkt Strahlung
stets mit Materie, dies ist sogar der
Fall wenn Strahlung durch Transparen-
te Medien tritt. Hierbei kommt es
stets zu Anregungen von Elektronen,
welche ihre Anregungsenergie jedoch
direkt wieder als neue Huygenssche
Elementarwellen  abgeben. Diese
Energielibertrdge erfolgen ohne dass
es Intensitdtsverluste der Eingangs-
stahlung gib.

Die Ursprungsfrequenz bleibt dabei
erhalten, jedoch entsteht (auRer im
perfekten Vakuum) ein leichter Pha-
senversatz zur Strahlungsquelle bei
Durchtritt von Photonen durch Mate-
rialien mit verschiedenen Brechungs-
indizes.

Transmission

In der geometrischen Optik
ist der transmittierte Strah-
lungsanteil jener, der zwar
einen Phasenversatz erfah-
ren kann, dessen Intensitat
jedoch bei Durchtritt durch
eine Probe nicht beeinflusst
wird.

In dieser Arbeit wird Transmis-
sion vor allem geometrisch
betrachtet.

Es wird davon ausgegangen,
dass durch eine Probe transmit-
tiertes Licht denselben (Polari-
sations-) Zustand aufweist, wie
er zum Zeitpunkt der Photo-
nenemission aus der Strah-
lungsquelle (bzw. nach Durch-
gang durch etwaige Polarisato-
ren) vorlag.

Zudem wird angenommen, dass

eine polarisationserhaltende
Transmission durch  Wasser
gegeben ist.

In der Quantenmechanik beschreibt
die Polarisation eines Photons die
Schwingungsrichtung seines elektri-
schen Feldes im dreidimensionalen
Raum. Bis zum Zeitpunkt seiner Be-
obachtung (oder Modulation mittels
Filtern 0.3.) ist der genaue Polarisati-
onszustand eines einzelnen Photons
unbestimmt, so dass ein einzelnes
Photon viele mogliche Polarisationszu-
stande gleichzeitig besitzt. Die An-
nahme von Polarisationseigenschaften
einzelner Photonen als reine Eigen-
schaftswahrscheinlichkeiten ist (wie
bereits weiter oben erwahnt) essenti-
ell.

Polarisation

In der geometrischen Optik
beschreibt die Polarisation
lediglich die Schwingungs-
richtung einer Strahlungs-
welle. Mathematische Ab-
bildungen von Brechungs-,
Reflexions- oder anderen
Effekten sind damit grund-
satzlich moglich.

In dieser Arbeit wird die Polari-
sation  von  Messstrahlung
(sprich von gesamten Photo-
nenwolken) mit jener einzelner
Photonen dquivalent behandelt.

Veranderungen der Polarisati-
onszustande sowie ihre Quanti-
fizierung werden lediglich an-
hand des Gesetzes von Malus
auf das Verhalten der gesamten
Photonenwolke bezogen und
nachfolgend als Zustandswahr-
scheinlichkeit fur die einzelnen
Photonen angenommen.
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10.2 Ortsaufgeloste 3D-Messverfahren

In dieser Arbeit wurden neben klassischer Extinktionssspektroskopie zudem zwei bild-
gebende Verfahren erprobt. Dieser Abschnitt geht auf Tastversuche ein, die mittels
holographischer Mikroskopie sowie optischer Kohdrenztomographie durchgefiihrt
wurden. Beide Methoden erlauben es, volumenbezogene Analysen von Proben durch-

zufuhren und somit im dreidimensionalen Messraum Informationen zu sammeln.

10.2.1 Holographische Mikroskopie
Material & Methoden

Als experimentelles Versuchssetup wurden Messungen an einem Holografischen Mik-
roskop durchgefiihrt, welches aus einem Helium-Neon-Laser als Lichtquelle bestand,
sowie einer CCD-Webcam, von welcher der Sperrfilter fir NIR-Strahlung entfernt wur-
de. Die aufgenommenen Intensitatsprofile wurden nach dem von Sheng et al. (2006)
beschriebenen Algorithmus ausgewertet und letztlich als schwarz-wei-Grafiken dar-
gestellt. Die Daten beziehen sich (abweichend von allen librigen Versuchen) auf Mes-
sungen an Verdinnungen einer Kultur von Porphyridium purpureum (SAG-
Stammnummer 1380-1c), welche in ES-Medium angezogen wurden. Dieser Organis-
mus wurde ausgewadhlt, da zundchst Messungen an einem kugelférmigen einzelligen
Organismus durchgefiihrt werden sollten, welcher einen geometrisch betrachtet simp-
len Korper darstellt. Ebenso abweichend von den (ibrigen Messreihen fanden diese
Versuche in Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von lediglich 5 Millimetern statt, um
vor einer moglichen Ubertragung des Prinzips auf Messungen im geschlossenen Reak-
tor zunachst eine generelle Machbarkeit holographischer Messungen zu untersuchen.
Ergebnisse

Die Ergebnisse der holographischen Mikroskopie waren von so geringer Qualitat, dass
an dieser Stelle nur erwahnt werden soll, was mit dem Messsystem theoretisch mog-
lich ist. Die verwendete CCD-Kamera hatte eine Auflésung von 1920 x 1080 Pixeln,
welche sich auf eine Flache von ca. 8 x 5 mm? verteilten. Bei einer Gesamtpixelanzahl
von 2.073.600 und einer angenommenen Auflésung von einem Pixel pro Zelle, kdnnte
man somit theoretisch diese Anzahl an Einzelzellen erfassen. In den durchgefiihrten
Versuchen ergab sich bei einer Schichtdicke von 5 mm (bezogen auf die Kultursuspen-

sion) jedoch eine tatsachliche Pixelflaiche von ca. 50 x 50 Pixeln pro einzelner Zelle.
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Somit waren mit dem Versuchsaufbau Zelldichten von maximal 830 Zellen im vermes-
senen Kulturvolumen realisierbar. Dies entspricht bei der vermessenen Schichtdicke
von 5 mm einer Zellkonzentration von 4.150 Zellen - ml, bei welcher einzelne Zellen
sicher voneinander abgrenzbar waren.

Diskussion & Bewertung

Wie bereits im Zuge der Ergebnisprasentation beschrieben, ergab sich bei dem ver-
wendeten System eine maximale Auflésung von ca. 4.150 Zellen - mlI! fir eine Schicht-
dicke von 5 mm. Beachtet man, dass in durchschnittlichen Kulturen (vgl. Abschnitt
5.1.3) die vorherrschenden Zellzahlen im Bereich von mehrere Millionen Zellen pro
Milliliter liegen, ist diese Auflosung als extrem gering einzustufen. Eine praxisnahe An-
wendung zur Bestimmung von Zelldichten in Bioreaktoren ist somit (wenn tberhaupt)
nur gegeben, wenn die Schichtdicke der zu vermessenden Kultursuspension gegen Null
tendiert, was in der Praxis kaum moglich ist.

Durch die Wahl hochauflésender Kamerasysteme (wie sie in kommerziellen und kos-
tenintensiven Holographiesystemen, beispielsweise der Firma Lyncée Tec SA, Verwen-
dung finden) lasst sich die Aufléosung dieser Technik erheblich verbessern. Auch wenn
eine Inhaltsstoffidentifizierung oder -quantifizierung in marinen Mikroorganismen oh-
ne vorherige Probenaufbereitung kaum durchfiihrbar sein dirfte, bietet diese Technik
jedoch die Moglichkeit, Kultursuspensionen mit einer einzelnen Messung im Dreidi-
mensionalen Raum zu erfassen und beispielsweise Fremdorganismen, Zellmorpholo-
gien oder andere Faktoren beriihrungslos zu bestimmen.

Ein Einsatz im entwickelten Reaktor erscheint aufgrund der hohen Schichtdicke der
Kultursuspension kaum vorstellbar, bei Modifikation des Systems (beispielsweise durch
den Einbau von Reaktorkompartimenten mit verringerter Schichtdicke der Kulturen) ist
jedoch eine Implementierung der Holographie in die Reaktorsensorik zur Analyse von
marinen Mikroorganismen denkbar, so wie sie beispielsweise von Monaldi et al. (2015)

offline und nach vorheriger Probenpraparation an Einzelzellen bereits erprobt wurde.
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10.2.2 Optische Koharenztomographie
Material & Methoden

Die Messung wurden an dem von Donner et al. (2013) beschriebenen Messsystem
durchgefiihrt, welches eine Eigenentwicklung des Laser Zentrums in Hannover dar-
stellt. Hierbei wurde als Versuchsorganismus Chlorella vulgaris und als Lichtquelle eine
Hochleistungs-NIR-Diode mit einem Emissionsmaximum bei 841 nm verwendet. Es sei
an dieser Stelle erwadhnt, dass es sich um eine Messung handelte mit dem Ziel, eine
generelle Einsatzbarkeit dieser Messmethodik zur Untersuchung von Algenzellen zu
erproben, da sich fir diese Messtechnik (gerade im Hinblick auf zu erwartende Wei-
terentwicklungen) viele potenzielle Anwendungsmaoglichkeiten erahnen lassen.
Ergebnisse

In Abbildung 10.1 ist eines der aufgenommenen Tomogramme einer diinnschichtigen

Kultur von Chlorella vulgaris gezeigt.

8 o S g YIS  R ALY F AT Al G

Abbildung 10.1: Tomogramm einer Kultur von Chlorella vulgaris, aufgenommen durch ein Polypropylen-
VersuchsgefaR. Die farbigen Balken am rechten Bildrand dienen der erleichterten Bildinterpretation und
sind wie folgt zuzuordnen: hellgrau: Luft; dunkelgrau: Wand des Versuchsgefialles; schwarz: Chlorella-
Kultur.

Leider wird ersichtlich, dass auf dem gezeigten Tomogramm keinerlei Detailstrukturen
erkennbar sind. Das Versuchsgefall erscheint im Bild lediglich als dunkles, waagerech-
tes Bildelement, von dem sich die oberhalb liegenden Chlorella-Zellen (durch den

schwarzen Balken am rechten Bildrand gekennzeichnet) durch ihre hellere Farbung
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abzeichnen. Zudem ist das Bild von Schlieren Uberlagert und einzelne Zellen der Algen
sind nicht erkennbar.

Diskussion & Bewertung

Wie bereits erwdhnt, handelte es sich um eine einmalige Messung an einem, sich in
der Entwicklung befindlichen Messsystem. Das in Abbildung 10.1 gezeigte Tomogramm
einer dunnschichtigen Kultur von Chlorella vulgaris ist insofern interessant, als zwar
keine einzelnen Zellen aufgelost werden konnten (was sich mit den von Donner et al.
(2013) publizierten Daten deckt), jedoch verschiedene Materialien klar voneinander
abgrenzbar waren. Auch fiir diese Technik ist eine Anwendbarkeit zur Quantifizierung
von intrazellularen Metaboliten unwahrscheinlich. Nichts desto trotz kdnnte diese
Technik genutzt werden, um Agglomerationen von Zellen in Suspensionskulturen zu
detektieren, Kontaminationen zu erkennen oder weitere, sich in ihrem Brechungsindex
von den Kulturen unterscheidende, Strukturen zu erfassen. Die Tatsache, dass die
Messung im Versuch durch eine Plastikschicht hindurch erfolgen konnte, lasst den
Schluss zu, dass derlei Messungen prinzipiell auch im geschlossenen Reaktorsystem
durchfiihrbar sind. Aussagen Uber die tatsachliche Anwendbarkeit sind aufgrund nicht
existenter Fachliteratur zu dieser Kombination aus Organismus und Technik leider

nicht moglich.
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