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Zusammenfassung

Im Projekt ALSENS wurde untersucht, ob Streulicht-Sensoren geeignet sind, um das Wachs-
tum und die Zusammensetzung von Mikroalgen in Photobioreaktoren zu analysieren. Zur Re-
alisierung des Projekts wurden Streulicht-Untersuchungen an definierten Polystyrol-Kiigel-
chen (Microbeads) und an Mikroalgen mit deutlichen Formunterschieden durchgefihrt.
Aulerdem wurde ein Transmissions-Sensor eingesetzt, um das Tageslicht-abhdngige
Wachstum verschiedener Mikroalgen kontinuierlich aufzuzeichnen.

Die Untersuchungen zeigten, dass statische (= nicht wachsende) Mikroalgen eine dhnliche,
von Winkel und Partikelzahl abhdngige, Streulichtcharakteristik haben wie Microbeads. In
wachsenden Algenkulturen wurde die Zunahme der Zellzahl jedoch von periodischen Ver-
anderungen in der optischen Dichte und Lichtstreuung Uberlagert. Verschiedene Algen zeigten
dabei sehr unterschiedliche Tagesginge. Die mit der Tageszeit korrelierten Anderungen der
optischen Dichte legen nahe, dass Prozesse, die durch den Licht/Dunkel-Wechsel synchroni-
siert werden, wie Zellteilung und die Bildung von Speicherstoffen, einen starkeren Einfluss
auf die Lichtstreuung haben, als Formunterschiede. Eine Sensorentwicklung, die nur Form-
unterschiede beriicksichtigt, erscheint deshalb nicht zielfuhrend.
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2. Ausgangspunkt und Ziele des Projekts

Optische Sensoren wandeln optische Informationen direkt in elektrische Signale um. Auf diese
Weise lasst sich relativ einfach und kostengiinstig eine beriihrungslose, kontinuierliche Uber-
wachung von Vorgangen und Prozessen realisieren. Der Einsatzbereich geht von einfachen
Erkennungsaufgaben (z. B. Lichtschranke), (ber Drehzahl- und Winkelmessung
(Inkrementalgeber) bis zu Abstandsmessung in Industrie und Technik. In der Biotechnologie
misst man mit optischen Sensoren die Konzentration von gel6sten, gefarbten Stoffen und Trii-
bungen, die von der Lichtstreuung an Partikel verursacht wird. Letzteres kommt zum Beispiel
in der Qualitatskontrolle von Trinkwasser und bei der Bestimmung des Trockensubstanzan-
teils in der Fermentations- und Abwassertechnologie zum Einsatz.

Mikroskopisch kleine Partikel streuen Licht, d.h. sie lenken es von seiner urspriinglichen
Richtung ab. Die Lichtstreuung wird nicht nur von der Konzentration der Partikel, sondern
auch von deren geometrischen Form und Materialeigenschaften beeinflusst. Diese zusatzli-
chen Wechselwirkungen nutzten wir in friiheren Projekten fiir die Entwicklung von kosten-
gunstigen Streulichtsensoren, die nicht nur Triibungen (Sichtbehinderung) messen, sondern
auch die Partikelart erkennen, die diese Triibung verursacht. Ein mégliches Anwendungsge-
biet fur diese Sensorik ist die Biomassegewinnung mittels Mikroalgen, die als aussichtreichste
Technologie fur einen zukinftigen Ersatz von fossilen Treibstoffen gilt (Christi, 2008, Bren-
nan und Owende 2010).

Mikroalgen sind photosynthetische Organismen, die das Licht der Sonne absorbieren und, wie
Pflanzen, die Lichtenergie nutzen, um aus Wasser, CO, und mineralischen Néahrstoffen Bio-
masse aufzubauen. Da sie das sichtbare Licht absorbieren, ist ein Einsatz von optischen Ver-
fahren im Bereich des sichtbaren Lichts nur begrenzt mdglich. Wasser und Biomolekiile ab-
sorbieren dagegen kaum das nahe Infrarotlicht (NIR, Babin und Stramski, 2002). In diesem
Bereich beruht die Extinktion (Abschwachung) des Lichts Giberwiegend auf Streuung. Sandnes
et al.(2006) nutzte diesen Energiebereich, um die Zunahme der Biomasse von Mikroalgen
uber die Abnahme der Transmission zu bestimmen. Dieses Verfahren wurde im Projekt
ALSENS aufgegriffen.

Abbildung 1

T
Brachiomonas* Phaeodactylum*  Emiliania* (SEM) Chlorella * Chaetoceros (SEM)

*in dieser Untersuchung

Mikroalgen zeichnen sich durch eine groRe Formenvielfalt aus (Abb. 1). Bei der Zellz&hlung
mit Flow-Cytometer wird dies genutzt, um einzelner Zellen beim Queren eines Laserstrahls zu
unterschieden, indem man gleichzeitig die Fluoreszenz- und Streulichtcharacteristik registriert
(Price et al., 1978; Wyatt & Jackson, 1989). Mit geeigneter Zusatzausristung kénnen Mikro-
algen auf diese Weise sogar flr weitere Untersuchungen sortiert werden. Die Analyse einzel-
ner Zellen ist jedoch zu aufwindig und zu teuer fir eine automatisierte Uberwachung des
Wachstums von Mikroalgen in Bioreaktoren. Im Projekt ALSENS untersuchten wir, ob man
kostengiinstige Streulichtsensoren entwickeln kann, die Algen anhand ihrer Zellgeometrie un-
terscheiden konnen.
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3.  Streulichtmessungen an Microbeads und Mikroalgen

Fur die Messung der Lichtstreuung durch kleine Partikel wurde ein Streulichtinklinometer auf
einer optischen Schiene aufgebaut (Abb. 2). Das Set-up bestand aus einem Laser (780 nm,
max. 3 mW), Detektor und Transimpedanzverstarker von Keyence (Modell LX2-11WT), ei-
nem Vielfachmessgeréat (Agilent 34401A) und eine PC zur Datenerfassung. Zwischen Emitter
und Detektor befand sich ein Becherglas (Innen-@ 47.5mm) oder eine Rundkiivette (Innen-@
40.5 mm), in welchem die Partikel in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt wurden.
Die in Wasser/Meerwasser resuspendierten Microbeads/marine Mikroalgen wurden regel-
méaRig mit einer Pipette gemischt, um zu verhindern, dass sie sedimentieren. Das von den Par-
tikel gestreute Licht wurde in 5°-Schritten in einen Winkelbereich von 295° (Mikrolagen)
bzw. 320° (Microbeads ) um die Kivette herum gemessen, wobei die Einstrahlrichtung dem
Winkel 0° entsprach. Die Messwerte wurden mit Hilfe eines LabVIEW-Programms als Mit-
telwerte von jeweils 50 Messwerten gespeichert.

Abbildung 2

Streulichtinklinometer fir die
Messung des von Partikel verur-
sachten Streulichts mit einer Licht-
schranke von Keyence.

Wir untersuchten den Einfluss von Konzentration und Partikeldurchmesser auf die Lichtstreu-
ung and Microbeads, die in definierten GroRen geliefert werden (Calibre® Firma Microbeads,
Norwegen). Die Microbeads wurden schrittweise verdinnt, bis sie eine mit den Suspensionen
der Mikroalgen vergleichbare Transmission des Lichts aufwiesen. Die eingesetzten Konzen-
trationen entsprechen 4 Verdoppelungen der Anzahl der Kiigelchen (4 Generation bei wach-
senden Mikroalgen (Abb. 3).

Nicht unerwartet stellten wir fest, dass mit zunehmender Konzentration der Microbeads die
Transmission ab- und das Streulicht zu nimmt (Abb. 3). Die aus der Konzentrationsabhéngig-
keit ndherungsweise bestimmten Extinktionskoeffizienten und aus der Steigung der Streulicht-
funktion abgeleiteten Streulichtkoeffizienten (bei 90°) nehmen mit anndhernd 1/x des Durch-
messers der Microbeads ab (Abb. 4 A und B). Die Abweichung von einem 1/x-Zusammen-
hang wurde mit Hilfe der Herstellerangaben zu Konzentration, Dichte und mittlerem Durch-
messer der Microbeads auf Unterschiede in der Konzentration der gelieferten Suspensionen
zuriickgefiihrt (Abb. 4C). Die Ergebnisse zeigen, dass Extinktions- und Streulichtkoeffizienten
von der Beschattungsflache bestimmt werden. Wie erwartet, folgt bei gleicher Massenkon-
zentration die Beschattungsflache dem Durchmesser in einer 1/x Funktion.
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A: Intensitat des Streulichts von Microbeads mit
einem Durchmesser von 1,9 um (Calibre,

Microbeads, Norwegen)

Konzentration: 0,01g/ml; Dichte: 1,05 g/ml;
Refraktionsindex: 1,59 (589 nm, 25°C).

Abbildung 4

B Darstellung der Daten von Abb. A in Polar-
koordinaten.
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C: Beschattungsflache der
Microbeads, berechnet aus den Her-
stellerangaben zu Konzentration,
Dichte und Partikeldurchmesser
(Trendlinie schwarz); furr eine ein-
heitliche Konzentration von 0,01
g/ml ergébe sich Trendlinie 2 (pink).

Um einen Einfluss der Zellgeometrie auf die Lichtstreuung zu erkennen, untersuchten wir
Mikroalgen mit sehr unterschiedlichen Zellwandstrukturen: die spindelférmige Kieselalge
Phaeodactylum tricornutum, deren Form durch glasartige Zellwénde (Frusteln) bestimmt
wird, die kugelférmige, aber mit Plattchen aus Calziumkarbonat iberzogenen
Coccolithophoride Emiliania sp. und die beiden Griinalgen Chlorella autotrophica und
Brachiomonas sp., die eine organische Zellwand haben (vgl. Abb. 1). Die Mikroalgen wurden
vor der Messung im Kihlschrank aufbewahrt. Dadurch befanden sie sich in einem physiolo-
gischen Ruhezustand, in dem sie in der Natur Winterperioden iberdauern. In diesem Zustand
bleiben die Zellstrukturen (Zellwande, Organellen, Pigmente) tber lange Zeit erhalten, aber
die Kohlenhydratspeicher sind leer und die Zellen kénnen sich nicht teilen.
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Abbildung 5
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Streulichtintensitédt in Abh&ngigkeit Winkel und Konzentration: (A) Kieselalge Phaeodactylum

tricornutum, (B) Coccolithophoride Emiliania sp., (C) Griinalgen Chlorella autotrophica und (D)
Brachiomonas sp.

Trotz der morphologischen Unterschiede zeigten die Mikroalgen &hnliche konzentrations-
abhéangige Charakteristika der Lichtstreuung wie Microbeads (Abb. 5). Das kdnnte bedeuten,
dass durch die groRBe Zahl der Zellen unterschiedliche Signale von einzelnen Zellen
herausgemittelt werden und/oder, dass die Zellwande weniger zur Lichtstreuung beitragen als

subzelluldre Strukturen wie Plastiden (Chloroplasten und Mitochondrien) und Einschlisse
(Oltropfchen), die alle mehr oder weniger kugelférmig sind.

Untersuchungen an wachsenden Kulturen

Periodische, tageszeitabhéngige Prozesse beeinflussen die optische Dichte und den Bre-
chungskoeffizienten von Zellen im sichtbaren Licht (Stramski und Reynolds, 1993). Um die
Auswirkung im NIR zu messen, wurden auf der Grundlage der Arbeit von Sandnes et al.
(2006) Transmissions-Sensoren zur Messung der optischen Dichte (Extinktion) bei 880 nm
gebaut. Die Steuerung der Sensoren und die Datenerfassung erfolgte ber ein LabVIEW
Programm mit einem NI-DAQ (National Instruments Data Acquistion Device, USB-6008).
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Die Sensoren wurden an flachen Zellkulturflaschen der Firma Greiner (Schichtdicke 46,3 mm)
angebracht, die als Modelle fir Flachplattenreaktoren dienten (Abb. 6). Die Algen wuchsen in
kiinstlichem Meerwasser (400 ml) mit zusatzlichen Nahrstoffen fir Algen. Die Kulturen wur-
den mit steril filtrierter Luft begast. Als Energiequelle fir das Wachstum diente Sonnenlicht,
das durch einen Lichtschacht an einem nach Westen ausgerichteten Fenster in das teilweise
unter der Erde liegende Labor eindrang (Abb. 6).

Abbildung 6

Set-up mit Algensensoren an Zellkulturflaschen;
Aufstellung am Laborfenster in einem Licht-
schacht

Griine Kultur: Chlorella autotrophica CCMP
243 (CCY 9931); braune Kultur:
Phaeodactylum tricornutum UTCC 162 (CCY
9811)

Abkirzungen: CCY :Cultur Collection Yerseke
(NIOO-CEME, Niederlande); UTCC University of
Toronto Culture Collection, Kanada; CCMP Culture
Collection of Marine Phytoplankton, USA

Da die Kulturen an einem Fenster in einem Lichtschacht standen, erreichte die Algen vorwie-
gend diffuses Licht. Nur bei schonem Wetter strahlte die Sonne zwischen 16 und 17 Uhr di-
rekt auf die Flaschen. Um den dabei stark wechselnden IR-Anteil des Sonnenlichts und eine
elektronische Drift des Signals auszuschlieBen, wurde fiir die Auswertung die Differenz aus
Messwerten (Mittelwerte aus je 100 Messwerten, erfasst in 100 msec) mit und ohne Messlicht
(LED) aufzeichnet (Abb. 7).

Abbildung 7
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Am 8. und 24.April wurden die Kulturen verdinnt (Lichtsattigung der Photodiode bei -3,7V:).
Mit bloRem Auge war zu sehen, dass sich die braune Kieselalge Phaeodactylum und die
Grinalge Chlorella (Abb. 6) nach den Verdiinnungen sehr unterschiedlich entwickelten. Auch
wenn der Kompressor ausfiel (14.4 und 18.4) war unschwer ein Unterschied festzustellen:
ohne die durch Gasblaschen verursachte Turbulenz sedimentierten die Phaeodactylum-Zellen
rasch und reicherten sich am Boden der Kulturflasche an. Die kleineren Chlorella-Zellen
hielten sich dagegen auch ohne Begasung recht lange im Wasserkorper. Mit dem Algensensor
wurden diese und viele andere Ereignisse, auf die hier nicht eingegangen werden soll, zeitge-
nau festgehalten (Abb. 7)

Mit Tageslicht als einziger Energiequelle miissen photosynthetische Organismen regelmagig
Energie fur Zeiten ohne Licht speichern. Zudem mussen die Energie-liefernden und -zehren-
den Prozesse so miteinander verknlpft werden, dass die vorhandene Energie auch fur die
Durchfiihrung komplexer Prozesses wie die Verdoppelung des Erbguts und die Zellteilung
ausreicht. In genetisch homogenen Monokulturen fiihrt diese Verkniipfung zu einer Synchro-
nisation von Vorgangen auf der subzellularen Ebene, die unseren Augen verborgen bleibt.
Eine kontinuierliche Messung der optischen Dichte mit dem Algensensor zeigte jedoch in jun-
gen Kulturen, in welchen sich eine groRer Teil der Zellen taglich teilen, eine uberraschend
deutliche, artspezifische Synchronisation von Prozessen, die die optische Dichte beeinflussen
(Abb. 7 und 8). Erst wenn die Zellzahl aufgrund von Energie- und/oder CO,-Mangel kaum
mehr zunahm, vereinheitlichten sich die Tagesgénge (Abb. 8B, Chlorella, Phaeodactylum).
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A: Tagesgénge der Transmission am 17. und 18. B: Tagesgange am 2. und 3. Juni 2009:
Mai von jungen Kulturen von Chlorella Brachiomonas sp. (grun, junge Kultur), sowie dichte
autotrophica (schwarz) und Phaeodactylum Kulturen von Chlorella (schwarz) und
tricornutum (pink) Phaeodactylum (pink).

Durch Zellteilung und Wachstum veréndern sich Partikelkonzentration und Beschattungsfl&-
che und damit auch Extinktion und Streulicht einer Kultur. Im Folgenden ziehen wir die in
Abschnitt 3 an Microbeads abgeleiteten Zusammenhénge zu einer qualitativen Interpretation
der Messdaten von wachsenden Kulturen heran. An Microbeads stellten wir fest, dass sich bei

7
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einer Zunahme der Konzentration der Partikel Extinktion und Lichtstreuung vergroRern (Abb.
4). Bei gleicher Konzentration haben jedoch groRere Partikel kleinere Streulicht- und
Extinktionskoeffizienten (Abb. 5A und B).

Chlorella autotrophica: Aus dem Tagesgang der optischen Dichte (Extinktion) der ein Mini-
mum zwischen 7:20 und 8:10 Uhr und ein Maximum zwischen 19:10 und 19:40 Uhr zeigte
(Abb. 7 und 8A), kann man ableiten, dass die morgens beginnende Zunahme auf einer Erh6-
hung der Zellzahl durch Teilung beruht. Die Teilungen scheinen gegen Abend aufzuhdren. Im
Laufe der folgenden Nacht, also ohne Licht und Photosynthese, vergréfern sich die Zellen
(Abnahme der Extinktion) und erreichen in den Morgenstunden die Grolie, bei der sie sich er-
neut teilen. Eine gleichlaufende, aber schwéchere, optische Signatur ist auch dann noch sicht-
bar, wenn Licht oder der CO, Anteil der Luft eine weitere Zunahme der Zellzahl verhindert
(Abb. 8B). Zu- und Abnahme der Extinktion (Abb. 8B) scheinen in diesem Fall mit der Einla-
gerung und dem Verbrauch von in Stérke gespeicherten Energie zu korrelieren (Ernst etal.
1990).

Phaeodactylum tricornutum: Die optische Dichte zeigte tagliche Maxima zwischen 11:30 und
13:20 (Abb. 8A). Danach verringerte sie sich rasch, was mdoglicherweise auf eine rasche
Zunahme des Volumens der streuenden Struktur hindeutet. Nach 20:30 Uhr erhohte sich die
optische Dichte, was bedeutet, dass sich die Licht-brechende Strukturen bei Nacht teilen. Da
bei dieser Alge Zellkdrper und Chloroplasten unterschiedliche Formen haben (siehe Abb. 1),
ist nicht klar, welche der beiden Strukturen fiir dieses optische Signal verantwortlich ist.

Brachiomonas sp.. Bei dieser Griinalge vergroferte sich die optische Dichte zwischen 11 Uhr
und 13 Uhr sehr plotzlich. Die rasche Zunahme der Extinktion kdnnten wir als sehr starke
Synchonisation der Zellteilung deuten. In der darauf folgenden Phase scheinen Prozesse mit
optisch gegenlaufigen Wirkungen aufzutreten, die das Signal an vielen Tagen stabilisierten bis
gegen 6 Uhr morgens eine ziemlich abrupte Verringerung der Extinktion eintrat. Sowohl bei
Brachiomonas als auch bei Phaeodactylum kdnnte die komplexe Zellform das optischen
Signals insbesondere bei der Zellteilung beeinflussen. Welche Ursache die fiir diese beiden
Algen typischen, schnellen Veranderungen der optischen Dichte haben, konnte im Rahmen
dieser Studie nicht geklart werden.

5. Kritische Betrachtung der Ergebnisse

Diese Untersuchung zeigte, dass sich optische Dichte und die Lichtstreuung von Mikroalgen
artspezifisch mit der Tageszeit verdndern. Mit Hilfe von Untersuchungen an Microbeads lies
sich ein Teil dieser Verédnderungen auf eine durch das Tageslicht synchonisierte Zellteilung
und die damit verbundene Verkleinerung und die daran anschlieRende VergroRerung der
wachsenden Zellen zurlckfiihren. Dartiber hinaus beeinflussen jedoch auch physiologische
Prozesse, z. B. bei der Speicherung von Energie, die optischen Eigenschaften der Zellen im
NIR. Welche Rolle die Zellform bei den sehr ausgeprégten Verdnderungen in den Tages-
gangen von 2 der 3 untersuchten Algen spielte, konnte im Rahmen des Projektes nicht geklart
werden. Eine Unterscheidung von Algenarten in Mischkulturen mit Hilfe eines direkten Ver-
gleichs von Vorwarts- und Ruckwartsstreuung, das Messprinzip, das dem Nebel- und Ver-
schmutzungssensor zugrunde liegt, scheint jedoch aufgrund der Komplexitat der optischen
Signale von Algen nicht realisierbar.

Dagegen ist es jedoch durchaus denkbar, die kontinuierlich aufgezeichneten, artspezifischen,
Tagegénge der optischen Dichte zur Beurteilung der Reinheit und Qualitadt von Monokulturen
heranzuziehen.
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6. Ausblick

Der Algensensor in seiner vorliegenden Form soll im Bereich Aquakultur der HTW eingesetzt
werden, um Wachstum und Qualitadt von Algenmonokulturen kontinuierlich zu tberwachen
und, in einem weiteren Schritt, die Algenzucht zu automatisieren. In diesem Zusammenhang
wird angestrebt, den Messbereich des Sensors zu vergroRern, um das Wachstum und
tageszyklische Verdnderungen sowohl in diinnen als auch in dichten Kulturen messen zu
konnen.
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