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Zusammenfassung

Eine der grofdten globalen Herausforderungen des 21. Jahrhunderts besteht darin, in
Zeiten des Klimawandels eine wachsende Weltbevélkerung nachhaltig mit
Nahrungsmitteln, Rohstoffen und Energie zu versorgen. Pflanzen kénnen mit Hilfe von
Sonnenlicht und CO2 aus der Atmosphére Biomasse erzeugen und somit fossile
Rohstoffe auf umweltfreundliche Art und Weise ersetzen. Die Kultivierung von
Mikroalgen kénnte dabei eine grof3e Rolle spielen, denn sie steht nicht in Konkurrenz
zu landwirtschaftlichen Flachen.

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsvorhabens konnte gezeigt werden, dass
biologisch gereinigtes Papierfabriksabwasser ein geeignetes Medium zur Anzucht von
Mikroalgen ist. Die Zugabe eines Nahrmediums war zur optimalen Versorgung der
Mikroalgen erforderlich, da in dieser Abwasserreinigungsstufe nur geringe
Nahrstoffkonzentrationen zu erwarten sind. Bei Screening-Untersuchungen wurde im
Vergleich zwischen vier Mikroalgen mit dem Stamm Scenedesmus acuminatus die
hdchste Produktivitat erreicht. In einem geeigneten Reaktor mit Beleuchtung und CO2-
Begasung konnte aus dieser Mikroalge innerhalb von elf Tagen knapp 7 g/L Biomasse
gewonnen werden, die durch ihren Lipidgehalt und die Lipidzusammensetzung ein
hohes Potenzial zur Herstellung von Biokraftstoffen und Biokunststoffen hat.
Ruckstande von endokrin  wirksamen Substanzen wie Bisphenol A oder
Diethylhexylphthalat wurden parallel dazu um mehr als 60 % bis unter die
Bestimmungsgrenze des Messverfahrens reduziert. Die Hochskalierung der
Mikroalgenkultivierung vom Labormal3stab (10 mL-Reaktoren) in den Technikums-
malfistab (6 L-Photobioreaktoren) ist nach Anpassung der verfahrenstechnischen
Parameter erfolgreich verlaufen.

Innerhalb des Projekts wurden wertvolle Erkenntnisse zu den optimalen
Wachstumsbedingungen verschiedener Mikroalgenstdimme dokumentiert und
verfahrenstechnische Madglichkeiten zur weiteren Optimierung der Lipidbildung
untersucht und bewertet. Zuséatzlich wurden verfahrenstechnische Methoden zum
Aufschluss der Biomasse und chemische Untersuchungsmethoden fir die
Untersuchung der Zusammensetzung der Biomasse auf den konkreten
Anwendungsfall getestet und entsprechend angepasst.

Trotz der vielversprechenden Forschungsergebnisse weist das Algensystem noch
eine deutlich negative Energie- und Kostenbilanz auf. Die weitere Optimierung des
Verfahrens wird im Rahmen eines Folgeprojektes angestrebt.



Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N 1

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMMENTASSUNG ... a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eas I
INNAISVEIZEICNNIS ... Il
ADBKUIZUNGSVEIZEICNNIS .....cciiiiiie e e e e e e e e e V
1 Wissenschaftlich-technische und wirtschaftliche Problemstellung .......................... 6
1.1 AUSQANGSSITUALION.....ccuuuiieiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eenaans 6
1.2 Stand der Forschung und EntwickIUuNg.............cooiiiiiiiiiiiii e, 7
1.2.1  Algen-Kulturen zur Abwasserreinigung ..........cooveeveeiiieeeeiiiineeeeiieeeeeennnnn 7
1.2.2  Betrieb der Algen-ReaKtoren .............coouiiiiiiiiiiiec e, 8
1.2.3  Charakterisierung der Papierfabrikabwéasser und Anforderung
an die Beschaffenheit.........ccoooooviiiieiiii e 10
1.2.4  Mikroalgen zur Abwasserreinigung in der Papierindustrie.................... 11
1.2.5 Toxikologische Untersuchungen zur Charakterisierung des
AADWVASSEIS ...ttt n e 12
1.2.6  Produktion von Lipiden und Biobrennstoffen aus Algen ....................... 13
2 Forschungsziel Und LOSUNQGSWEQ .......iiiiiiiiiieeiiiiiee e e et e et eea e e e aaa s 14
2.1 FOrSCRUNGSZIEI ... ..o e aaaas 14
2.2 Losungsweg zur Erreichung des Forschungsziels............ccoooeeieee, 15
2.2.1  Arbeitspaket 1: Recherche, Auswahl und Beschaffung geeigneter
MIKroalgenSPeZIES......ccoeeeeeeeeeeee e 15
2.2.2  Arbeitspaket 2: Auswahl und Voruntersuchung geeigneter
PapierfabriKSabWASSEN ...........uuiiiii i 15
2.2.3  Arbeitspaket 3: Untersuchungen zum Wachstum von Mikroalgen
in verschiedenen Papierfabriksabwéassern und Optimierung der
Versuchsdurchfihrung im Labormaf3stab.............cccoovvvviiiiii s 16
2.2.4  Arbeitspaket 4: Untersuchung des Wachstums der Mikroalgen
im Labormal3stab und Bewertung der Clearance-Kapazitat................. 16
2.2.5 Arbeitspaket 5: Untersuchung des Wachstums im
Technikumsmalfistab und Bewertung der Clearance-Kapazitat............ 17
2.2.6  Arbeitspaket 6: Produktion von Lipiden aus Mikroalgen....................... 18
2.2.7  Arbeitspaket 7: Up-Scaling, Vergleich der Testergebnisse
im Labor- und Technikumsmalstab und Kostenabschatzung.............. 19
2.2.8  Arbeitspaket 8: Dokumentation und Berichterstattung.............c............ 20

2.3 Personaleinsatz, Gerate und Leistungen Dritter ...........ccccvvvvviiiiieeeeeeeeeeiiiinnnn, 20



Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N "

2.3.1 FE 1: TU Darmstadt, PMV ......coo oot 20
2.3.2  FE 2: Hochschule Darmstadt............cccuvvviiiiiii e 20
3 Versuchsdurchfilhrung und Ergebnisse .........cccoovveiiiiiiiiiicii e 21

3.1 Arbeitspaket 1: Recherche, Auswahl und Beschaffung geeigneter

MIKIOAIGENSPEZIES .....vveeeeei e e e e e e eaaaas 21
3.1.1  LiteraturreCherche ..........ccccooiiii 21
3.1.2  AIGENANZUCKL.......cooiiiiii 24
3.1.3  Erste Versuche zur Lipidbilldung ... 28
3.1.4  Zusammenfassung AP 1 ... 30

3.2 Arbeitspaket 2: Auswahl und Voruntersuchung geeigneter

PapierfabriKSADWASSE ........ccooveeiiiie e 30
3.21  Chemische ANalytiK.........coooimiiiiiii e 31
3.2.2  Summenparameter Endokring WIirkung...........ccceevvvvvvviiiiieeeeeeeeeeiiiinnnn 33
3.2.3  Algenwachstum in Abwasserproben..........ccccoeveeviiiiiiieeiiiiieeeeeee e, 36
3.2.4  ZusammenfassuUNgG AP 2 ... 42

3.3 Arbeitspaket 3: Untersuchungen zum Wachstum von Mikroalgen in

verschiedenen Papierfabriksabwassern und Optimierung der

Versuchsdurchfihrung im Labormastab ..., 43
3.3.1  Optimierung der Versuchsdurchfihrung............ccccoviiiiiiiiiiiiiineiiinnn, 43
3.3.2  Zweiphasige KUItiVIErUNG...........coiiiiiiiiiiiiieee e a7
* Storung durch sehr hohe Chlorid-Gehalte moglich ............ccccooviiiiiiiiiiiiine, 51
3.3.3  Zusammenfassung AP 3 ... 51

3.4 Arbeitspaket 4: Untersuchung des Wachstums der Mikroalgen im

Labormaf3stab und Bewertung der Clearance-Kapazitat ...............cccccuvvvvnnnnee 52
B4l CSOB-WEIT e 52
3.4.2  Abbau endokrin wirkender Einzelstoffe ...........cccccooiiiii. 57
3.4.3  Zellaufschluss MIKroalgen ..o 62
3.4.4  ZusammenfassuNg AP 4 ... 64

3.5 Arbeitspaket 5: Untersuchung des Wachstums im Technikumsmaf3stab

und Bewertung der Clearance-Kapazitat ...............ccoevvveiviiiiiii e 65
3.5.1  Algenwachstum im Technikumsmaf3stab ............ccccevviiiiiiniiiiiiiiiiiinnnn. 65
3.5.2  Bewertung der Clearance-Kapazitat...........cccoeeeeeiieeeiiiiiinieeeeeeeeeiiiiinnn 71
3.5.3  Zusammenfassung AP 5 ... 73



Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N v

3.6 Arbeitspaket 6: Produktion von Lipiden aus Mikroalgen ..............cccoeeeeeeeee. 73
3.6.1  Extraktion der Lipide aus der BiomassSe ..........cceeevvvvvvviiiiieeeeeeeeeiiiiinnnnn 74
3.6.2  Chemische Analyse der gebildeten Fettsaureester .............ccccvvvvvvvnnnnn. 77
3.6.3  Anpassung der Stressbedingungen fir die Lipidproduktion ................. 81
3.6.4  ZusammenfassuUNg AP 6 ........coouuiiiiiiiiiiii e 83

3.7 Arbeitspaket 7: Up-Scaling, Vergleich der Testergebnisse im Labor-

und Technikumsmalf3stab und KostensCh&tzung .............eeeeiiiiiiiiiieiiiiiiineeenn. 84

3.7.1  Algenernte mittels Tellerseparator...........ccccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 84
3.7.2  Prozessbilanzierung ........cccccooiiiiiiiiiiii 86
V4 | U 89

5 Wirtschaftliche Bedeutung der Forschungsergebnisse fur kleine und

mittlere Unternehmen (KIMU)..........oii oot e e e e e eaanes 90
5.1 Voraussichtlicher Nutzen der Forschungsergebnisse ..........ccccceoeveeeeviviiiinnnnnn. 90
5.2 Voraussichtlicher Beitrag zur Steigerung der Wettbewerbsfahigkeit............... 91
5.3 Aussagen zur voraussichtlichen Umsetzung der FUE-Ergebnisse.................. 91
6 Mallnahmen zum Ergebnistransfer ...........oooiviiii i 92
7 DANKSAQGUING ...ttt 95

LItEratUrVEIZEICIINIS ... e e e 96



Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N

Abkurzungsverzeichnis
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1 Wissenschaftlich-technische und wirtschaftliche

Problemstellung

1.1 Ausgangssituation

Die Bundesrepublik verfolgt das Ziel, bis zum Jahr 2050 weitgehend klimaneutral zu
sein. Zur Minderung der Treibhausgas-Emissionen kann die Verwendung von Bio-
kraftstoffen und Kunststoffen aus nachwachsenden Rohstoffen einen wesentlichen
Beitrag leisten. Algenbasierte Biotreibstoffe und Kunststoffe stehen nicht mit der Nah-
rungsmittelproduktion in Konkurrenz, da die Zucht von Algen auf Flachen stattfinden
kann, die fur die Landwirtschaft nicht geeignet sind. Die Gewinnung von Algendlen
(Lipiden) dient als Grundlage fiir die Weiterverarbeitung zu Biokraft- und Kunststoffen.
Zur Gewinnung der Algendle muss die Algenbiomasse zunéchst aus der Nahrldsung
geerntet und anschliel3end fur eine Extrahierung der Inhaltsstoffe getrocknet werden.
Fur Ernte, Trocknung und Olextraktion kdnnen verschiedene Verfahren eingesetzt
werden, einige befinden sich noch in der Entwicklungsphase. Die Nutzung von Abwas-
sern als Nahrmedien fir die Algenzucht ist hochinteressant. Die sich hier ergebenden
Synergien zwischen Nahrstoffbereitstellung und Abwasserreinigung konnten ein aus-
sichtsreicher Weg fur eine langfristige Kostensenkung der Algenkraftstoff- bzw. Kunst-
stoffproduktion sein. In der komplexen und vielgliedrigen Prozesskette von der Algen-
produktion bis zur Produktion der algenbasierten Produkte ergeben sich allerdings
noch zahlreiche Forschungsfragen, fur deren Beantwortung vor allem praktische Ver-
suchs- und Pilotanlagen sinnvoll erscheinen (Schréter-Schlaack et al., 2019). In die-
sem Projekt ist sowohl eine Selektion von Algenstammen fur die Lipidgewinnung als
auch fir die Abwasserreinigung am Beispiel der Papierfabriksabwasser vorgesehen,
sowie methodische Optimierungen der Wachstumsbedingungen, Expositionszeiten
und N&hrstoffmangel-Bedingungen im Hinblick auf die Lipidbildung und Klarwirkung
der Algen.
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1.2 Stand der Forschung und Entwicklung
1.2.1 Algen-Kulturen zur Abwasserreinigung

Anhand ihrer Gro3e kbnnen Algen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Als Mikroalgen
werden mikroskopisch kleine Arten zusammengefasst, zu denen insbesondere
einzellige Formen gezahlt werden. Die Makroalgen (Grof3algen) sind dagegen mit
bloRem Auge erkennbar, ihre Lange reicht von wenigen Millimetern bis zu 60 Metern.
Die meisten GrofRalgen leben im Meer (Seetang).
Einige Mikroalgen-Stamme kénnen zur Entfernung auf Schadstoffen in Abwassern
eingesetzt werden. Die Schadstoffe akkumulieren in den Mikroalgen und werden dann
enzymatisch abgebaut (Gupta, Bux, 2019, Yang et al., 2002). Im Gegensatz zur
herkdbmmlichen mikrobiellen Abwasserbehandlung ware diese Technologie aus
mehreren Grunden vorteilhaft:
e Die produzierte (Algen)-Biomasse kann fur weitere Anwendungen verwendet
werden
e Esfallen keine Schlamme an, die entsorgt werden mussen
e Algen kdonnen auch unter sehr schwierigen Umweltbedingungen wachsen
e Es werden keine zusatzlichen Schadstoffe in die Umwelt abgegeben
¢ Die minimalen Wachstumsanforderungen machen den Einsatz auch 6konomisch
attraktiv (Gupta, Bux, 2019)
Zu den Stoffen, die von Mikroalgen entfernt bzw. biodegradiert werden kénnen,
gehoren grundsatzlich Schwermetalle und organische Verbindungen. Erfolgreich
getestet wurden polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs), Phenole,
polychlorierte Biphenyle (PCBs) und auch endokrin wirksame Substanzen (EDCs).
Aromatische Ringverbindungen kdnnen von Mikroalgen aufgebrochen werden. Die
Verbindungen werden oft zundchst zu Phenol abgebaut und anschlieend zum
energiereichen Pyruvat metabolisiert (Gupta, Bux, 2019). Bekannt ist auRerdem, dass
Algen, die in der Natur bereits in einer verschmutzten Umgebung wachsen, generell
toleranter und resistenter gegenuber toxischen Einflissen sind (Pinto et al., 2002).
Aufgrund der positiven Eigenschaften sollte der Einsatz von Mikroalgen zur Entfernung
von Schadstoffen gegenuber anderen Methoden préaferiert werden. Fir die
grof3technische Umsetzung dieser Methode besteht allerdings noch weiterer

Handlungs- und Forschungsbedarf (Singh et al., 2019).
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1.2.2 Betrieb der Algen-Reaktoren

Traditionell werden Mikroalgen im Freien mit sogenannten ,open pond“-Systemen
kultiviert. Hierbei handelte es sich im Prinzip um nattrliche Seen oder Teiche mit wenig
Eingriff durch den Menschen bei der Kultivierung. Im Laufe der Zeit entwickelten sich
unterschiedliche open pond-Systeme, namlich ,ungeruhrte“-Ponds, ,Raceway“-,
,Circular“-Ponds (s. Abb. 1).

Unstirred pond Circular pond
Pond Area /

| Te e on | e (0%

cm om om

Abb. 1: Die drei unterschiedlichen "open ponds"-Systeme (Abdur Razzak et al., 2023).

.Raceway“-Ponds werden ausgeformt, um die Flachenkonkurrenz  zur
Nahrungsmittelproduktion zu vermeiden. Dieses System ist zwar kostengtinstig, aber
mit  begrenzter  Kontrolle, geringer  Biomasseproduktion und  hohem
Kontaminationsrisiko verbunden. Das System ist sehr stark durch das Wetter und das
Klima beeinflusst und der Betrieb eignet sich deshalb nur an entsprechenden
Standorten. In den letzten Jahren wurde die Kultivierung der Mikroalgen fir

Forschungs- und Produktionszwecke weiterentwickelt.

Als photoautotrophe Lebensform sind Mikroalgen vom Licht abhangig, um ihre eigene
Biomasse aufzubauen. Daflir werden lichtdurchlassige Bioreaktoren als Anlagen zur
Mikroalgenproduktion benétigt und dementsprechend Photobioreaktoren genannt. Es
gibt verschiedene Typen von Photobioreaktoren, von kleinen Reagenzglasern bis zur
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modularen Produktionsanlage. In erster Linie sind Rohrreaktoren weitverbreitet. Dabei
werden Glas- oder Kunststoffrohre in horizontaler oder vertikaler Ausrichtung
aufgebaut, meist in schlaufenartig angeordneten Glasréhren (s. Abb. 2a), um
Fassungsvermogen und Lichtverteilung zu verbessern. Andere ginstige Reaktoren
sind Folien-Photobioreaktoren, die aus aufgehangten PVC- oder PE-Folien aufgebaut
werden (s. Abb. 2b). Die Firma Evergreen-Food GmbH benutzt beispielsweise
lebensmittelechte  3-Schicht-System-Folien-Photobioreaktoren  in ~ V-Modulen
(Vertikalsystem) zur Algenvermehrung, wobei ein Modul aus 144 dieser V-Schlauche
aufgebaut ist. Daneben werden auch Flachbettreaktoren aus Kunststoff oder
Glasplatten hergestellt. Wie Rohrreaktoren sind die Platten vertikal oder horizontal so
angeordnet, dass zwischen ihnen eine diinne Schicht von Algensuspension eine gute
Lichtversorgung bietet (s. Abb. 2c).

Abb. 2: Photobioreaktor-Typen. a. Glasrohr- (Schott, 2024), b. Folien- (Koller, 2015),
c. Flachbetttreaktor (Fraunhofer IGB, 2024).
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1.2.3 Charakterisierung der Papierfabrikabwasser und Anforderung an die

Beschaffenheit

Die mittlere spezifische Abwassermenge bei der Papierherstellung liegt nach Angaben
des Verbandes Die Papierindustrie e.V. bei 8,7 I/kg Papier (Wel3el et al., 2022). Da
uberwiegend Holz- und Altpapierstoffe als Faserstoff fur die Papiererzeugung
verwendet werden, enthalten die Papierfabrikabwéasser eine hohe Fracht an
organischen Substanzen (Mobius C.-H., 2017). Die biologische Reinigung mit
konventionellen aeroben und kombinierten aerob-anaeroben
Abwasserreinigungsprozessen, ggf. erganzt durch weitere mechanische und/oder
chemische Prozesse, ist Stand der Technik in der Behandlung von Prozesswéssern
der Papierherstellung. Trotz der Vorteile der biologischen Abwasserreinigung (durch
alleinige bakterielle Aktivitat) kann die Entfernung einiger Stoffe, wie endokrin
wirksamer Verbindungen (EDCSs), refraktarer, schwer abbaubarer organischer Stoffe
wie Huminstoffe und huminstoffahnliche Stoffe, nicht vollstandig gewahrleistet werden
(Balabanic, Krivograd Klemencic, 2011, Lazer L., 2017). Eine genaue qualitative und
quantitative Bestimmung von einzelnen Inhaltsstoffen von Abwéssern ist aufgrund der
Vielfalt der enthaltenen Substanzen praktisch kaum mdglich. Als Summenparameter
hat sich daher zur Analyse und Beurteilung des Abwassers der Chemische
Sauerstoffbedarf (CSB) als Leitparameter fur organische Wasserinhaltsstoffe etabliert.
Als Einflussgrofien auf den CSB-Wert des Papierfabrikabwassers koénnen
verwendeter Rohstoff, chemische Additive, spezifische Abwassermenge und interne
Wasserreinigungs- und —ruckfihrungssysteme genannt werden (Pinnekamp, 2007).
Der CSB im gereinigten Abwasser ist abhangig vom Gehalt des unbehandelten
Abwassers an schwer abbaubaren Stoffen. Ubliche Werte liegen im Bereich zwischen
80 und 500 mg/lI CSB in Abhangigkeit von der hergestellten Papiersorte (DWA, 2006).
Die angewendeten Farbstoffe und anderen chemischen Additive, aber auch die
natirlich im Holz enthaltenen Halogenverbindungen verursachen die Entstehung von
adsorbierbaren organischen Halogenverbindungen (AOX) im Abwasser. Die
spezifische AOX-Fracht in holzhaltigen Papieren liegt zwischen 0,9 und 5,4 g/t und in
altpapierhaltigen Papieren zwischen 0,9 und 7,5 g/t. Stickstoff- und Phosphorgehalte
in Papierabwassern stammen im Wesentlichen aus Nahrstoffen, die zur biologischen
Behandlung der Abwasser verwendet werden. Auf3erdem kdnnen Additive und

Frischwasser die Erhohung der Konzentration an Stickstoff und Phosphor
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verursachen. Es ist dabei eine spezifische P-Fracht von 0,01 bis 0,04 kg/t und eine
spezifische Fracht von Nanorganisch von 0,01 bis 0,8 kg/t im Ablauf der Nachklaranlage
zu erwarten (Mobius C.-H., 2017). Schwermetall-Konzentrationen sind in
Papierabwassern normalerweise vernachlassigbar gering und um Grél3enordnungen
geringer als die Schwellenwerte des Abwasserabgabengesetzes. Eine deutliche
Erh6hung dieser Konzentration durch Altpapiereinsatz wird nicht beobachtet. Bei der
Erzeugung von Holzstoffen kdnnen bestimmte Metalle, die im Holz in h6heren
Konzentrationen auftreten (z. B. Eisen, Kupfer, Mangan), zu leicht erhdhten
Konzentrationen im Abwasser beitragen (Mobius C.-H., 2017). In den Abwassern von
Papierfabriken kdbnnen EDCs enthalten sein. Einige dieser hormonahnlichen Stoffe,
die bei Mensch und Umwelt verschiedene unerwtinschte Wirkungen auslésen kdnnen,
werden in geringen Mengen fir die Papierherstellung und -verarbeitung verwendet
oder kommen als Verunreinigungen in anderen Chemikalien vor (Kersten, 2009b). Zu
diesen Stoffen gehdren neben den aus dem Holz stammenden natirlichen Lignanen
und phenolischen Verbindungen unter anderem Vertreter der Phthalate, Bisphenole
und polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) (Hamm et al., 2008).
Bereits erfolgte Untersuchungen innerhalb der Forschungsprojekte INFOR-Projekt
Nr. 70 und AiF-Projekt Nr. 15181 N zur Untersuchung endokrin wirksamer Substanzen
in Papierabwassern zeigen, dass in biologisch gereinigten Abwassern der
Papierindustrie mit endokrinen Wirkungen zu rechnen ist (Kersten, 2009b,
Umweltbundesamt, 2016). In der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) sind endokrine
Stoffe im Anhang X als prioritare Stoffe klassifiziert (EU, 2008). Die Européische Union
hat sich bereits in der Community Strategy for Endocrine Disruptors (COM (1999) 706
final) das Ziel gesetzt, regulatorische Mallhahmen zum Schutz vor endokrinen
Disruptoren zu schaffen und setzt derzeit mit ihren gesetzlichen Rahmenbedingungen
weltweit Mal3stabe (EU, 1999).

1.2.4 Mikroalgen zur Abwasserreinigung in der Papierindustrie

In den letzten Jahren wurden bereits mehrere Untersuchungen zur Eignung von
Mikroalgen zur Abwasserreinigung in der Papierindustrie durchgefuhrt. Laut diesen
Studien fur Abwasser aus Altpapier verarbeitenden Papierfabriken ist der Abbau von
BSB bis zu 82 % und CSB bis zu 75 % durch eine Mischkultur von Mikroalgen

innerhalb von 28 Tagen mdglich (Usha et al., 2016). AuRerdem wurde eine Entfernung
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von 65 % des Nitrats und 71% des Phosphats beobachtet. Algen konnten weiterhin
bis zu 84 % der Farbe und 80 % der AOX-Fracht aus ausgewahlten Abwassern der
Zellstoff- und Papierindustrie entfernen (Tarlan et al., 2002). In Deutschland wurden
2013 bis 2014 Algen-Bakterien-Kulturen (ALBA) zur Optimierung des
Abwasserreinigungsprozesses in der Papierindustrie durch die Papiertechnische
Stiftung (PTS) untersucht (Weinberger et al., 2015). Neben der Reinigung von
Papierabwassern in Altpapier verarbeitenden Papierfabriken lag der Fokus auf der
Produktion von Biomasse zur Biogasproduktion. Dabei wurde der benotigte Sauerstoff
fur die Mikroorganismen im Reinigungsprozess, welcher standardmallig mit
Beluftungssystemen eingebracht werden muss, durch Mikroalgen als
Sauerstoffproduzent bereitgestellt. Auf diese Weise wurde der Energieaufwand
deutlich reduziert und eine bessere Abbauleistung erreicht. Dieses System hat eine
ca. 84 % CSB-Abbauleistung in einem Zeitraum von ca. 8 Tagen gezeigt, eine stabile
Abbauleistung von Stickstoff und Phosphor wurde nicht festgestellt. Die bislang
durchgefuhrten  Untersuchungen bilden damit die Grundlage fir eine
Weiterentwicklung des Verfahrens zur Abwasserreinigung mit Mikroalgen. Die
Fahigkeit der Mikroalgen zur Entfernung der EDCs in Papierfabrikabwassern fand in
den bisherigen Arbeiten noch keine Bericksichtigung. Auf3erdem wurde die
Charakterisierung nur an einem offenen Reaktor durchgefiihrt, der keine stabilen
Versuchsbedingungen gewabhrleisten konnte und in dem durch Kontamination die

Effektivitat des Systems deutlich reduziert war.

1.2.5 Toxikologische Untersuchungen zur Charakterisierung des Abwassers

Grundsatzlich kann Abwasser auf viele toxikologische Endpunkte hin untersucht
werden. FlUr den Nachweis oOstrogener Wirkungen wurden unter Beteiligung des
Antragstellers zwei Methoden in dem durch das BMBF-geforderten Projekt
.Gefahrdungsbasiertes Risikomanagement fur anthropogene Spurenstoffe zur
Sicherung der Trinkwasserversorgung (Tox Box)“ Uberprift und als besonders
geeignet bewertet: Der ER-CALUX-Test, ein Reportergen-Test mit Sdugerzellen und
der R-YEA-Test, ein Reportergentest mit Hefezellen (Grummt et al., 2018). Beide
Tests waren gut reproduzierbar und sensitivim Nachweis von 6strogenen Wirkungen
(Kuckelkorn et al., 2018). Der CALUX-Test hat jedoch zwei Nachteile, zum einen

missen die Abwasserproben sterilfiltriert werden und zum anderen muss fur diesen
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Test jahrlich eine Lizenz erworben werden, die erhebliche Kosten verursacht. In
diesem Projekt soll daher mit dem R-YEA gearbeitet werden. Toxikologische
Untersuchungen sind zur Beurteilung des Klarpotenzials der Algen wichtig, da nicht
alle dstrogen wirkenden Stoffe in den Abwassern bekannt sind. Weiterhin sollte erfasst
werden, ob dstrogene Problemstoffe Uber Metabolisierung durch die Algen auch
tatsachlich inaktiviert werden oder ob dstrogen-wirkende Metabolite entstehen.

Das Testsystem R-YEA nutzt Zellen der Backerhefe, Sacharomyces cerevisiae, die
derart gentechnisch verandert wurden, dass sie einen menschlichen Ostrogenrezeptor
(ER) bilden kdnnen, der aktiviert durch einen Agonisten, die Transkription eines
Antwortgenes (Dotterstoff Vitellogenin) bewirkt. An die regulatorischen Sequenzen
diese Vitellogeningens wurde ein sog. Reportergen, die 3-Galaktosidase, gebunden.
Dringen Gstrogene Stoffe in die Zelle ein, so binden sie an den Ostrogenrezeptor und
aktivieren seine Funktion als Transkriptionsfaktor. Der aktivierte ER wandert in den
Zellkern, bindet an die regulatorische Sequenz des Vitellogeningenes und bewirkt so
die Transkription der [3-Galaktosidase. Die [3-Galaktosidase spaltet das farblose
Substrat o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) in Galaktose und den gelben
Farbstoff Nitrophenol. Die Aktivierung des Ostrogenrezeptors kann somit

photometrisch mittels eines Enzymtests bestimmt werden (Coldham et al., 1997).

1.2.6 Produktion von Lipiden und Biobrennstoffen aus Algen

Mikroalgen spielen eine bedeutende Rolle flr das Leben insgesamt. Nicht nur, dass
sie bis zu 50 % des atmospharischen Sauerstoffs durch Umwandlung von
Kohlendioxid mittels Sonnenlichtes als Energiequelle produzieren, sondern sie bilden
auch wertvolle Inhaltsstoffe wie Antioxidantien und mehrfach ungesattigte Fettsduren
(Posten, 2012). Untersuchungen zur biochemischen Zusammensetzung von Algen-
Lipiden, Kohlenhydraten, Proteinen und Pigmenten werden schon lange tberall auf
der Welt durchgefihrt und es gibt einige Algenarten, die als
Nahrungserganzungsmittel verwendet werden (Solovchenko et al., 2011, van
Wagenen et al., 2012, Volkman et al., 1993). In Abh&angigkeit von der Spezies betragt
der Lipidgehalt bis zu 77 % der Trockenmasse (Chisti, 2007, Prastija, 2019), weshalb
es mittlerweile viele Projekte zur Herstellung von alternativem Biotreibstoff aus Algendl
gibt (Campos et al., 2014, Chen et al., 2015). Zurzeit wird der kommerzielle Biodiesel
aus pflanzlichem Ol, aus Mais, Sojabohnen, Raps und Palmol hergestellt. Hierbei
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handelt es sich um Kulturen, deren Anbau auf landwirtschaftlichen Nutzflachen
stattfindet, welche in Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion stehen. Auf die Kultur
von Mikroalgen trifft dies nicht zu. Im Vergleich zu anderen Biodieselquellen haben
Mikroalgen zudem eine hohere Olproduktivitat (Hadiyanto et al., 2012). Der Lipidgehalt
der Mikroalgenart Nannochloropsis (Microchloropsis) salina kann zwischen 31 — 68 %
der Trockenmasse betragen, knapp 60 % davon sind die Palmitinsdure (C16:0) und
die Palmitoleinsédure (C16:1), welche zur Biotreibstoffproduktion geeignet sind (Chen
et al., 2015, Chisti, 2007). In einer Bachelorarbeit der HDA wurde ein Lipidgehalt von
67,2 % erreicht, davon ca. 75 % Palmitinsaure und Palmitoleinsaure (Prastija, 2019).
Als vielversprechend sind auch Chlorella spp. und Schizochytrium spp. anzusehen,
die Lipidgehalte von bis zu 58 oder 77 % erreichen (Akubude et al., 2019). Diese hohen
Werte werden unter Bedingungen des Stickstoff- und/oder Phosphatmangels erreicht,

wie auch im Labor der HDA bestétigt wurde (Prastija, 2019).

2 Forschungsziel und Losungsweg

2.1 Forschungsziel

In diesem Projekt soll gezeigt werden, dass gereinigte Abwasser der Papierherstellung
prinzipiell als Basis fur Nahrmedien zum Wachstum von Mikroalgen geeignet sind. Die
Arbeitshypothese, dass durch den Stoffwechsel der Mikroalgen der Rest-CSB im
Abwasser und das endokrine Potential gesenkt werden kdnnen, soll bestatigt werden.
Ziel ist es, aus den Mikroalgen, die in den Papierfabriksabwéassern kultiviert werden,
Algendle in Konzentrationen von 40 bis 70 % der Trockenmasse zu extrahieren und
die chemische Zusammensetzung der Algentle in Bezug auf ihre Eignung zur
Produktion von Biotreibstoffen und Biokunststoffen zu charakterisieren. Auf Basis der
Untersuchungsergebnisse soll die Mdglichkeit einer wirtschaftlichen Umsetzung einer

derartigen Abwasserreinigungstechnologie in der Papierherstellung bewertet werden.

Zur Bearbeitung dieses Themas sollen schrittweise, beginnend mit Screening-
Untersuchungen mit kleinen Abwasservolumina, geeignete Mikroalgenspezies
gefunden werden, die unter Variation verschiedener Einflussfaktoren in der Matrix
Papierfabriksabwasser geeignete Wachstumsbedingungen finden. Dazu sind
verschiedene Papierfabriksabwasser auf ihre chemische Zusammensetzung zu

untersuchen und die Parameter zu identifizieren, die das Wachstum der Mikroalgen
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unterstitzen. Nach Optimierung der Wachstumsbedingungen im Labormalflistab
werden die Untersuchungen Uber zwei Schritte (Reaktorvolumina von 6 bzw. 28 L) in
den Technikumsmal3stab hochskaliert. Parallele Untersuchungen zur Bewertung der
Detoxifikation des Abwassers (Reduktion von endokrin wirksamen Substanzen)

begleiten die Versuche im Labor- und Technikumsmalf3stab.

2.2 Losungsweg zur Erreichung des Forschungsziels

2.2.1 Arbeitspaket 1. Recherche, Auswahl und Beschaffung geeigneter
Mikroalgenspezies

In AP 1 wird eine Literaturrecherche zur Auswahl geeigneter Mikroalgenspezies
durchgefuhrt. Hauptkriterien sind dabei 1) einfache Kultivierung, 2) guter
Fremdstoffmetabolismus und 3) Fahigkeit zur Lipidbildung. Drei bis funf Spezies sollen
nach der Recherche beschafft werden und in ersten praktischen Versuchen
hinsichtlich ihres Anwendungspotenzials untersucht werden. Dazu gehort die
Wachstumsgeschwindigkeit und die Einschatzung der Lipidbildung. Die Algenanzucht
wird in einem speziell zu diesem Zweck angeschafften Reaktorsystem der Fa. CellDeg
stattfinden. Falls notwendig, sollen die Anzuchtsbedingungen zur Vorbereitung auf die
Versuche in den nachsten Arbeitspaketen angepasst und optimiert werden. Fir die
Anregung der Lipidbildung soll in Anlehnung an Literaturbefunde eine Kultivierung

unter definierten Stressbedingungen, z. B. Nitratmangel, getestet werden.

2.2.2 Arbeitspaket 2. Auswahl und Voruntersuchung geeigneter
Papierfabriksabwéasser

In AP 2 ist die Auswahl eines geeigneten Papierfabriksabwassers fur die
Algenkultivierung vorgesehen. Dazu werden die Abwasserreinigungsanlagen von
mehreren Papierfabriken beprobt, die sich hinsichtlich ihres Produktionsspektrums,
des Faserstoffeintrags und der Abwasserreinigungstechnik unterscheiden. Zusatzlich
sollen auch die verschiedenen Stufen einer Abwasserreinigungsanlage in die
Untersuchungen mitaufgenommen werden.

Die Proben werden auf allgemeine Abwasserparameter wie CSB, AOX, Phosphor und
Stickstoff getestet. Erganzend wird Uberprift, ob Ruckstande von endokrin wirksamen
Substanzen vorliegen. Dieser Nachweis erfolgt Gber einen Biotest mit rekombinanten
Hefestiammen (recombinant yeast estrogen assay, R-YEA). Fiur die
Wachstumsuntersuchungen wird das Abwasser mit Mikroalgenkulturen inokuliert und
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die Biomassebildung mit Kulturen in Kontrolimedium verglichen. Die Anzucht findet
unter den angepassten Bedingungen von AP 1 statt.

Nach Abschluss von AP 2 soll eine Papierfabrik, bei der gleichzeitig ein hoher Bedarf
an zusatzlicher Reinigung vorliegt und die ein gutes Algenwachstum gewahrleistet, fir

die nachfolgenden Untersuchungen ausgewahlt werden.

2.2.3 Arbeitspaket 3: Untersuchungen zum Wachstum von Mikroalgen in
verschiedenen Papierfabriksabwassern und Optimierung der
Versuchsdurchfihrung im Labormal3stab

Zur weiterfihrenden Untersuchung des Algenwachstums werden in AP 3 aus der
gewéhlten Papierfabrik in regelmafligen Abstanden weitere Proben entnommen.
Zunachst sollen mehrere Versuche zur Optimierung der Versuchsdurchfiihrung
erfolgen. Die Parameter Lichtintensitat, CO2-Begasung sowie Abwasseranteil werden
entsprechend variiert und die jeweils gunstigsten Bedingungen ermittelt.
AnschlieRend wird ein zweistufiger Kultivierungsprozess erarbeitet. In Phase 1 ist die
Biomassebildung vorgesehen. Hier sollen die Algen unter optimalen Bedingungen im
Abwasser wachsen, gleichzeitig findet die geplante Detoxifizierung statt. Anschliel3end
wird Uber eine Anderung der Kultivierungsbedingungen die Produktionsphase
eingeleitet. Die aus AP 1 gewonnenen Erkenntnisse zur Lipidbildung unter definierten
Stressbedingungen sollen hier zur Anwendung kommen.

Zur Bewertung des Algenwachstums wird die OD, die Zellzahl und die Trockenmasse
bestimmt. Die Photosynthese-Leistung wird tber Chlorophyll-Fluoreszenz und PAM-
Fluorometrie bewertet. In der Produktionsphase wird der Lipidgehalt mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Nilrot eingeschatzt.

In Vorbereitung auf die Ubertragung in den Technikumsmafstab sollen die Versuche

bei den eingestellten Kultivierungsbedingungen standardisiert werden.

2.2.4 Arbeitspaket 4. Untersuchung des Wachstums der Mikroalgen im
Labormalfistab und Bewertung der Clearance-Kapazitat

Im Fokus des vierten Arbeitspaketes stehen die Untersuchungen der Clearance-
Kapazitat der ausgewahlten Mikroalgen. Die Mikroalgen werden in Modellabwasser
mit dstrogen wirkenden Problemstoffen (Bisphenol A und Nonylphenol) kultiviert und
nach verschiedenen Zeitpunkten die 6strogene Wirkung des Gemischs mittels
Hefetest (R-YEA) untersucht. Erwartungsgemaf soll diese kontinuierlich Uber den
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Algenstoffwechsel gesenkt werden. Die Erfassung der Wirkung ist wichtig, da mittels
chemischer Analytik nicht erfasst wird, ob bei der Verstoffwechselung dieser
Problemstoffe nicht Metabolite mit ebenfalls 6strogener Wirkung entstehen und somit
eine Clearance nicht gegeben ware.

Um auszuschliel3en, dass Einflussfaktoren in der Abwassermatrix die Clearance-
Kapazitat beeinflussen, werden die Versuche mit realen Abwasserproben wiederholt.
Diese Versuche sollen auf den Algenstamm beschréankt werden, mit dem zuvor die
maximale Clearance im Modellabwasser erzielt wurde. Das Abwasser wird dazu mit
gleichen Konzentrationen an Problemstoffen gespikt und zusatzlich zur éstrogenen
Wirkung wird hier auch die Konzentrationen der Stoffe mittels chemischer Analytik
(GC/MS) ermittelt.

Fur den Nachweis endokrin wirksamer Substanzen in nativen Abwasserproben ist
aufgrund der nur in Spuren vorliegenden Konzentrationen ein groReres
Flussigkeitsvolumen erforderlich. Die Untersuchungen dazu finden aus diesem Grund
im Technikumsmalstab (AP 5) statt.

Neben der Clearance-Kapazitat der Mikroalgen sind in AP 4 erste Untersuchungen
zum Zellaufschluss vorgesehen. Dies ist notwendig, um im spateren Verlauf
Zellinhaltsstoffe wie die Lipide aus den Zellen zu extrahieren. Geplant ist, einen
mechanischen Aufschluss mittels Schwingmihle und Hochdruckhomogenisator zu
testen. Fur die Versuche im Technikumsmal3stab, bei denen grol3ere Zellmassen
anfallen werden, sollen in AP 6 Untersuchungen zur Extraktion mittels tberkritischem

CO:z2 erfolgen.

2.2.5 Arbeitspaket 5: Untersuchung des Wachstums im Technikumsmalf3stab
und Bewertung der Clearance-Kapazitat

In AP 5 erfolgt die Hochskalierung der Versuche in den Technikumsmafstab. Dazu
stehen an der Hochschule zwei 6-Liter-Flachbettreaktoren der Fa. Subitec zur
Verfugung. Eingesetzt werden nur noch die Mikroalgenspezies, die sich in den
vorangehenden Arbeitspaketen als besonders effizient hinsichtlich der Parameter
Wachstum, Lipidproduktion und Klarwirkung erwiesen haben.

Die Ergebnisse der Versuche im Labor- und Technikumsmalfstab werden verglichen,
dabei liegt der Fokus auf dem Algenwachstum sowie der Lipidbildung. Wie in AP 3

werden die Algen in zwei Phasen (Wachstums- und Produktionsphase) kultiviert. Nach
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der Wachstumsphase wird die Reduktion endokrin wirksamer Substanzen aus dem
nativen Abwasser zusétzlich zum Hefetest (R-YEA) mittels Spurenstoffanalytik
(GC/MS) untersucht. Falls eine Anpassung der Versuchsbedingungen in Hinblick auf

eine gute Klarwirkung erforderlich ist, soll diese Anpassung erarbeitet werden.

2.2.6 Arbeitspaket 6: Produktion von Lipiden aus Mikroalgen

In AP 6 ist die Gewinnung und Untersuchung der Mikroalgen-Lipide vorgesehen. Die
Algen-Biomasse wird durch Abtrennung der Fest- von der Flissigphase isoliert,
gefriergetrocknet und die Lipide durch Lipidextraktion gewonnen. Die Lipidfraktionen
werden quantitativ und qualitativ untersucht. Die Lipidmenge soll gravimetrisch
bestimmt werden, die Zusammensetzung der Fettsduren kann nach Umesterung zu
Fettsauremethylestern Uber Gaschromatographie analysiert werden. Ziel ist ein
moglichst hoher Anteil an C14-20-Lipiden, um eine gute Basis fur die
Weiteraufarbeitung zu hochwertigen Materialien wie Kunststoffen zu generieren.

Das Arbeitspaket dient auch der weiteren Optimierung der Lipidproduktion im
Technikumsmal3stab unter qualitativen Aspekten. Es erfolgen Anpassungen bzgl. der
Stressbedingungen, die fur eine Produktion von besonders gut verwertbaren Lipiden
optimal sind. Hier sollen Faktoren wie Beleuchtung, Dauer der Phase und Art und
Konzentration der Stressfaktoren wie Stickstoff- oder Phosphatmangel variiert und der
Einfluss dieser Parameter auf die qualitative Ausbeute von Lipiden beurteilt werden.
Die Lipidextraktion wird anhand zwei verschiedener Methoden untersucht. Zuerst wird
die Lipidextraktion Uber eine Soxhlet-Apparatur durchgefiihrt. Bei dieser Methode ist
die Auswahl der geeigneten Losungsmittel der entscheidende Faktor. Die polaren
Losungsmittel extrahieren den polaren Anteil der Lipide, wohingegen die unpolaren
Losungsmittel den neutralen Teil der Lipide extrahieren kdnnen. Eine Mischung aus
polaren und unpolaren Lésungsmitteln kann sowohl neutrale Lipide als auch polare
Lipide extrahieren. Um den Einfluss des Losungsmittels auf die gewonnenen Lipide zu
untersuchen, wird dieses Verfahren zum einen mit unpolaren Reinstoffen als
Lésungsmittel (z. B. n-Heptan und n-Hexan) und zum anderen mit Kombinationen aus
polaren und unpolaren (z. B. n-Hexan/lsopropanol) Losungsmitteln durchgefihrt.
Dabei wird die eingesetzte LoOsungsmittelmenge und die Extraktionsdauer in

Korrelation zur erzielten Lipidkonzentration gesetzt.



Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N 19

Weiterhin wird die Uberkritische CO2-Lipidextraktion (scCO2z) untersucht. Dazu ist am
PMV eine Hochdruckanlage zur Uberkritischen CO2-Extraktion und entsprechende
Expertise aus friheren AiF-Projekten vorhanden (AiF 17756 und 19148). In
Abbildung 5 ist das Verfahrensflie3bild der Anlage dargestellt. Die Effektivitat der
Lipidextraktion mit tiberkritischem CO: ist stark von den Versuchsparametern, wie z. B.
Druck, Temperatur und Zeit, abhangig. Diese sollen im Rahmen des Prozesses

untersucht und optimiert werden.

2.2.7 Arbeitspaket 7: Up-Scaling, Vergleich der Testergebnisse im Labor- und
Technikumsmal3stab und Kostenabschatzung

In diesem Arbeitspaket erfolgt ein weiteres Up-Scaling zu 28-L-Reaktoren. Die HDA
verfuigt Gber vier Flachbettreaktoren der Fa. Subitec mit einem Kulturvolumen von
28 L. Diese entsprechen technisch den FPA6L, die in den AP 5 und 6 zum Einsatz
kamen: Die Algenkulturen der beiden FPAGL Reaktoren dienen als Vorkultur fir das
Animpfen der 28-L-Reaktoren.

Unter Berlcksichtigung aller bis dahin erzielten Ergebnisse werden die Algen nun in
gro3en Volumina angezogen und Wachstum, Klarwirkung sowie Lipidproduktion
beurteilt. Mit diesen grof3en Volumina wird auch eine Anpassung der Methoden, wie
dem Zellaufschluss, der Abtrennung der Algen aus der Flissigphase sowie der
Biomassetrocknung erforderlich. In diesem Zusammenhang wird beispielsweise der
Einsatz eines Tellerseparators und ggf. die Trocknung der Biomasse Uber eine
vorhandene Anlage im Technikumsmal3stab erprobt.

Es werden erhobene Ergebnisse im Labor und Technikumsmalfistab verglichen, um
die Fahigkeit des Algen-Systems zur Entfernung von Stickstoff, Phosphor,
Schwermetallen sowie EDCs aus Abwasser der Papierindustrie zu untersuchen.
AulRerdem wird eine Kostenabschatzung zum System-Energieaufwand und dem
erzielbaren Gewinn durch Produktion von Wertstoffen durchgefiihrt. Anschlie3end
werden die Abbauleistung des Algen-Systems und die mdgliche Produktion von
Wertstoffen pro Abwassermenge modelliert, um eine genaue Kostenabschatzung fir

eine zukunftige Versuchsdurchfihrung in Papierfabriken zu ergeben.
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2.2.8 Arbeitspaket 8: Dokumentation und Berichterstattung

Die in den Arbeitspakten 1 bis 7 erarbeiteten technischen Losungen, die erhobenen
Daten und die daraus abgeleiteten Schlussfolgerungen werden in Zwischenberichten
und im Abschlussbericht nachvollziehbar dokumentiert. In den regelmafiig
stattfindenden Sitzungen des projektbegleitenden Ausschusses werden die
Zwischenergebnisse prasentiert und die weitere Vorgehensweise abgesprochen. Die
im Plan zum Ergebnistransfer beschriebenen Mal3inahmen werden vorbereitet und

umgesetzt.

2.3 Personaleinsatz, Gerate und Leistungen Dritter

2.3.1 FE 1: TU Darmstadt, PMV

Die Planung, Betreuung und Auswertung der Forschungsarbeiten erfolgte durch
wissenschaftliche Mitarbeiter. Die Laboranten wurden fir die Versuchsdurchfiihrung
im Labor sowie die messtechnische Erfassung der Verfahrens- und Prifparameter
eingesetzt. Zur Unterstitzung des umfangreichen Versuchsplans kamen studentische
Hilfskrafte zum Einsatz.

Die geleistete Arbeit des wissenschaftlich-technischen Personals (A.1, HPA A) von
insgesamt 20,88 Personenmonaten uber die gesamte Laufzeit des Vorhabens
entsprechen den beantragten Mitteln und waren fur die Durchfihrung des Vorhabens
notwendig und angemessen. Gleiches gilt fur die geleistete Arbeit des ubrigen
Fachpersonals und der studentischen Hilfskrafte.

Die Beschaffung von Geraten und die Vergabe von Leistungen an Dritte waren nicht

vorgesehen und wurden auch nicht durchgefuhrt.

2.3.2 FE 2: Hochschule Darmstadt

Zu Beginn des Projektes wurde antragsgemal ein Algen-Reaktorsystem der Firma
CellDeg, Berlin, im Wert von 43.380,00 € (brutto) beschafft, in Betrieb genommen und
fur Untersuchungen in den Arbeitspaketen 1 bis 4 genutzt. Die Vergabe von Auftragen
an Dritte war nicht geplant und war auch nicht erforderlich.

Die geleistete Arbeit des wissenschaftlich-technischen Personals (A.1, HPA A) von
insgesamt 28,5 Personenmonaten Uber die gesamte Laufzeit des Vorhabens
entsprechen den beantragten Mitteln und waren fur die Durchfiihrung des Vorhabens
notwendig und angemessen. Gleiches qilt fur die geleistete Arbeit des Ubrigen
Fachpersonals und der studentischen Hilfskrafte.
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3 Versuchsdurchfihrung und Ergebnisse

In den folgenden Unterkapiteln wird die Versuchsdurchfiihrung innerhalb der einzelnen

Arbeitspakete beschrieben.

3.1 Arbeitspaket 1: Recherche, Auswahl und Beschaffung geeigneter
Mikroalgenspezies

Im Rahmen des ersten Arbeitspaketes wurde eine Literaturrecherche zur Auswabhl

geeigneter Mikroalgenspezies durchgefiihrt, die ausgewahlten Spezies angeschafft

und fur die ersten Versuche in Kultur genommen.

3.1.1 Literaturrecherche

Die Literaturrecherche erfolgte nach den Kriterien 1) einfache Kultivierung, 2) guter
Fremdstoffmetabolismus und 3) Fahigkeit zur Lipidbildung. Besonders zu Punkt 2)
lieRen sich in der Literatur ausfihrliche Informationen finden:

Mikroalgen sind dazu in der Lage, aromatische Ringe, wie sie in der Strukturformel
von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAKs) und vielen EDCs wie
17-B-Ethinyléstradiol vorkommen, aufzubrechen. Deshalb eignen sich Mikroalgen gut
zur Elimination dieser Verbindungen. Wie in Tab. 1 gezeigt, wurden sowohl eine Reihe
von verschiedenen Algenstdmmen als auch verschiedene Stoffklassen erfolgreich fur
den biologischen Abbau Uberprift. Neben Pharmazeutika und personlichen
Pflegeprodukten, die hauptséchlich in kommunalem Abwasser zu erwarten sind,

kdnnen auch Industriechemikalien eliminiert werden.

Tab. 1. Zusammenfassung der Literaturstudie zur metabolischen Kompetenz in
Anlehnung an (Singh et al., 2019).

Stoffklassen- Endokriner Geeignete Mikroalgen zur | Referenz
kategorie Disruptor Reduktion von EDC’s aus
Abwassermatrizes
Pharmazeutika: | 17 a- A.Cylindrica, S.quadricauda, | (Hom-Diaz et al.,,
Hormone Ethinylestradiol Chlorella spezies, 2015, Shi et al.,
(EE2) Chlorococcus spezies, 2010)
S.platensis,
A.var und andere
17 a-estradiol S.dimorphus (Zhang et al., 2014)
N.incerta
17 R-estradiol S.dimorphus; (Shi et al., 2010,
(E2) A.Cylindrica, S.quadricauda, | Zhang et al., 2014)
Chlorella spezies,
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Stoffklassen- Endokriner Geeignete Mikroalgen zur | Referenz
kategorie Disruptor Reduktion von EDC’s aus

Abwassermatrizes
Chlorococcus spezies,
S.platensis,
A.var und andere
Estrone S.dimorphus (Shi et al., 2010,
A.Cylindrica, S.quadricauda, | Zhang et al., 2014)
Chlorella spezies,
Chlorococcus spezies,
S.platensis,
A.var
Progesterone M.terena (Safiarian et al.,
2012)
Personliche Bisphenol A C.mexicana/oblonga (Hirooka et al.,
Pflegeprodukte C.vulgaris 2005, Jietal., 2014)
C.fusca
Triclosan C. pyrenoidosa (Wang et al., 2013b)
Pestizide/ 3,4-Dichloranilin | C. pyrenoidosa (Wang et al., 2013a)
Herbizide A-Endosulfan Chlorococcum sp. (Sethunathan et al.,
Scenedesmus sp. 2004)
Diazinon C.vulgaris (Kurade et al., 2016)
Industrie- Fluoranthen und | C.vulgaris (Lei et al., 2002)

chemi-kalien

Pyren

Fur einige dieser metabolisch kompetenten Mikroalgengattungen konnten in der

Literatur auch hohe Lipidbildungsraten nachgewiesen werden. Insbesondere den

Gattungen Chlorella, Chlamydomonas, Chlorococcum und Scenedesmus wird ein
Lipidgehalt von Uber 50 % zugesagt (Rayati et al., 2020, Xu et al., 2018, Yeh, Chang,

2011, Zhang et al.,, 2018). AuBerdem konnten diese Gattungen auch bereits in

verschiedenen industriellen Abwéassern kultiviert werden (Kumar et al., 2020, Sanusi,
2022, Tao et al., 2017, Weinberger et al., 2015). Auf Grundlage der Recherche wurden

insgesamt vier Algenstamme ausgewahlt und von der Stammsammlung fir

Algenkulturen der Universitat Gottingen (SAG) bezogen (s. Tab. 2).
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Tab. 2: Ausgewaéhlte Mikroalgenstamme, die von der SAG bezogen wurden und deren

Besonderheit.

Mikroalgenstamm

Besonderheiten

Referenz

Chlamydomonas oblonga
SAG 11-60a

w >
e o © e
< 2
¢« o O,
o]
, ~
0o O

Abbau Bisphenol A
33 % Lipidgehalt

(Abou-Shanab et al.,
2013, Jietal., 2014)

Chlorella vulgaris
SAG 211-11b

Abbau Bisphenol A
Pilotanlage
(Forschungsprojekt PTS)
56 % Lipidgehalt

in Papierfabrik

Ji et al, 2014,
Weinberger et al.,
2015, Yeh, Chang,
2011)

Chlorococcum oleofaciens
SAG 213-11

Publikation zur
Papierfabriksabwasser
59 % Lipidgehalt

Reinigung

(Rayati et al., 2020,
Sanusi, 2022)

Scenedesmus acuminatus
SAG 38.81

e

Robust, sichelférmige Zellen

Resistenz gegeniber
wasser-Kontaminationen
54 % Lipidgehalt

Ab-

(Biobkonomie, 2022,
Tao et al, 2017,
Zhang et al., 2018)
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3.1.2 Algenanzucht

Die angeschafften Reinkulturen wurden auf Agarplatten ausgestrichen und als
Dauerkulturen mit regelmafliger Erneuerung bei Raumtemperatur im Tageslicht ohne
direkte Sonneneinstrahlung gelagert. Dieses Verfahren eignet sich, um die
Mikroalgenstamme kontinuierlich im Labor zu erhalten und ohne Adaptationsphase in
Versuchen mit Belichtung einzusetzen. Fir die Langzeitlagerung wurden die
Algenstamme in 10 % (v/v) Methanol und 90 % (v/v) Medium bei -80 °C eingefroren.

AnschlieRend erfolgte die Inbetriebnahme des Algenreaktorsystems der Fa. CellDeg
fur die Anzucht der Algen in Flussigkultur. Zu dem Reaktor gehoren zwei
austauschbare Kultivierungs-Plattformen, die auf einem Schiittler befestigt und in
einem Brutschrank untergebracht werden (s. Abb. 3 und Abb. 4). Auf der ersten
Plattform kdénnen insgesamt 33 kleine Photobioreaktoren mit einem Volumen von
10 mL parallel platziert werden, die zweite Plattform bietet Platz fir neun
Photobioreaktoren im MaR3stab von jeweils 100 mL. Das Reaktorsystem erlaubt eine
kontrollierte Beleuchtung mittels dimmbarer LED-Leuchte, CO2-Begasung,
Temperierung und Durchmischung der Kulturen. Alle Parameter kénnen variiert und
entsprechend optimiert werden. Zur Beurteilung des Wachstums steht ein Sensor zur
Verfiigung, mit dem die optische Dichte (OD) regelmaflig gemessen werden kann (s.
Abb. 3 links). Reproduzierbarkeit und Streuung der Ergebnisse werden tber Mehrfach-

Anséatze in den Parallel-Reaktoren erfasst.
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Die notwendigen Schritte zur Erarbeitung ginstiger Kultivierungsbedingungen fir die
Mikroalgen werden in den n&chsten Abschnitten beschrieben.

Brutschrank

LED-Lampe

Kultivierungs-

plattform

Kultivierungs-

plattform

1 Orbitalschittler

Abb. 3: Algenreaktor-System der Firma CellDeg mit Sensor zur OD-Messung.

Abb. 4: Kultivierungsplattformen des Algenreaktorsystems. Links: Plattform mit 33

10-mL-Reaktoren. Rechts: Plattform mit neun 100-mL-Reaktoren.
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Temperatur
Geeignete Temperatureinstellungen fur die Kultivierung der Mikroalgen wurden der

Literatur entnommen. Allgemein lassen sich Mikroalgen bei 20 bis 25 °C kultivieren
(Ras et al., 2013). Die optimalen Wachstumsbedingungen kénnen je nach Gattung und
Stamm variieren, fur die angeschafften Mikroalgen wird jedoch prinzipiell eine
Temperatur von 25 °C empfohlen (Harris, 2001, Putri et al., 2019, Singh, Singh, 2015,
Zhang et al., 2019). Dies ermdoglichte die zeitgleiche Anzucht aller Algen in dem

Reaktorsystem.

CO2-Begasung

Die Kultivierung von Mikroalgen in Photobioreaktoren findet gewoéhnlich unter CO2-
Begasung statt, um Kohlenstofflimitierung zu vermeiden. Die Begasungsrate liegt
Ublicherweise zwischen 1 und 10 % (Yuvraj und Padmanabhan 2017). Fr die ersten
Versuche fand die Kultivierung bei einer niedrigen CO2-Begasungsrate von 2 % im
Volumenstrom statt. Pro Tag (24 h) bedeutet dies einen Verbrauch von 0,7 kg CO: bei
einer Gesamt-Begasungsrate von 12 L/min.

Weitere Optimierungsversuche fur die CO2-Begasung wie niedrigere/hdhere

Konzentrationen wurden in AP 3 durchgefuhrt.

Beleuchtung
Wichtigster Parameter der Algenkultivierung ist eine geeignete Beleuchtung. Neben

Lichtqualitat und Tag/Nachtzyklen hat die Lichtintensitat einen besonders hohen
Einfluss auf das Algenwachstum. Betrachtet wird dabei lediglich der fur die
Photosynthese relevante Lichtanteil zwischen 400 und 700 nm. Die Angabe erfolgt als
Photonenflussdichte in pmol/m?s. Optimale Werte liegen im Bereich von 30-
400 pmol/m?s (Maltsev et al., 2021). In Ubereinstimmung mit der CO2-Begasung
wurden die Algenstamme zunachst bei niedriger Lichtintensitat von 100 pumol/m?s
kultiviert und in AP 3 das Wachstumsverhalten bei hdheren Lichtintensitaten

untersucht.

Néhrstoffzugabe

Fur die Nahrstoffzugabe erwies sich die Zusammensetzung eines in der Literatur

gangigen Algenkulturmediums (BG11) am gunstigsten (s. Tab. 3). Getestet wurden
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aul3erdem die Medium-Empfehlungen der Stammsammlung fur Algenkulturen der Uni
Gottingen (SAG) und der Firma CellDeg. Bei den Medien der SAG wurde geringeres
Wachstum als in dem BG11-Medium festgestellt. Das Medium der Firma CellDeg
basiert auf einer speziell entwickelten Zusammensetzung von Salzen, die nur als
Mischung kauflich zu erwerben ist. Aus wirtschaftlichen Grinden wurde entschieden,
die Algen einheitlich mit BG11-Medium zu kultivieren.

Das Medium soll ggf. auch spater dem Abwasser zugesetzt werden, um ausreichend
Nahrstoffe fur das Algenwachstum bereitzustellen. Mit einem theoretisch berechneten
CSB-Wert von ca. 10 mg/L ist nicht von einer nennenswerten Beeintrachtigung der
Wasserqualitat auszugehen, zumal die Substanzen wahrend der Kultivierung von den
Algen verstoffwechselt werden. Weitere kritische Medienkomponenten sind nicht

enthalten.

Tab. 3: Zusammensetzung des Algenkulturmediums BG11.

Bestandteil Konzentration Berechneter =~ CSB-Gehalt
[mg/L] [mg/L]

NaNO3 1500 -
KoHPO4 x 3 H20 40 -
MgSO4 x 7 H.0 75 -
CaCl; x 2 H.O 36 -
Zitronensaure 6 4,5
Ammoniumeisen(lll)-citrat 6 4.5
EDTA-Na 1 0,9
Na.CO3 20 -
HsBO3 6,10E-05 -
MnSO4 x H20 1,69E-04 -
ZnS04 x 7 H0 2,87E-04 -
CuSO,4 x 5 H.0 2,50E-06 -
(NH4)sM07024 X 4 H,0 1,25E-05 -

Alle Algenstamme lieRen sich erfolgreich bei 25 °C, niedriger CO2-Begasung von 2 %
und 100 umol/m?s Beleuchtungsintensitat in dem Reaktorsystem der Firma CellDeg
mit dem Kultivierungsmedium BG11 anziehen. Auffallige Unterschiede in der

Wachstumsgeschwindigkeit traten nicht auf.
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3.1.3 Erste Versuche zur Lipidbildung

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Lipidbildung von Mikroalgen unter Stress-
Bedingungen gesteigert werden kann. Der Stoffwechsel reagiert z. B. auf
Nahrstoffmangel damit, primare Speicherstoffen wie Starke zugunsten energiereicher
Speicherstoffen wie den Neutrallipiden (Triacylglyceride) abzubauen. Aus
Triacylglyceriden wird nach der Veresterung in Fettsauremethylester Biodiesel
gewonnen. Als mogliche Stressansatze kommen Nitrat- bzw. Phosphatmangel in
Frage. Nitratmangel gilt als zuverlassige Malinahme, Phosphatmangel ist weniger gut
untersucht (Yang et al., 2018).

Aus diesem Grund wurden die ersten Versuche bei Nitratmangel durchgefuhrt.
Nachteil dieser Methode ist, dass der Nahrstoffmangel das Algenwachstum
verlangsamen kann. Zur Kompensation bietet es sich an, die Kultivierung in zwei
Phasen aufzuteilen. In der ersten Phase findet die Kultivierung bei vollstandigem
Nahrmedium statt, um moglichst schnell hohe Zelldichten zu generieren. In der zweiten
Phase, der Produktionsphase, wird unter Nahrstoffmangel weiterkultiviert (Mujtaba et
al., 2012).

Durchfihrung

Die ausgewahlten Algen wurden im CellDeg-Bioreaktor (10 mL Malfistab) bis zur
exponentiellen Wachstumsphase mit vollstandigem Nahrmedium kultiviert.
Anschlie3end erfolgte der Wechsel in die Produktionsphase durch einen Austausch
mit Nitrat-freiem Medium.

Zum Nachweis der Lipidbildung wurde der Fluoreszenzfarbstoff Nilrot verwendet.
Diese Nachweismethode erma@glicht trotz der kleinen Kulturvolumina eine zuverlassige
Einschatzung der Lipidbildung. Der Farbstoff durchdringt in DMSO geldst die
Algenzellwand und bindet intrazellular an Lipide (s. Abb. 5). Die Fluoreszenzintensitat
korreliert dabei mit der Menge an gebildeten Lipiden (Held, Raymond, 2011).
Erschwert wird die Messung durch die starke Zellwand bestimmter Algenstdmme, die
das Durchdringen des Farbstoffs in die Zelle verhindern (Ren et al., 2015). In dem Fall
ist ein Aufschluss der Zellwand, z. B. mittels Ultraschall oder einer Schwingmuhle
erforderlich. Wahrend die Messungen fiir die Algenstdmme C. vulgaris, C. oblonga und
C. oleofaciens ohne Aufschluss durchgefihrt werden konnten, musste fir den

Algenstamm S. acuminatus eine geeignete Methode erarbeitet werden. Als glinstig
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erwies sich der Einsatz einer Schwingmiuhle, die an der FE2 zur Verfliigung steht. Hier
besteht die Mdglichkeit der Verwendung von Mikroreaktionsgefaf3en mit geringen

Probenvolumina (max. 1,5 mL).

Abb. 5: Fluoreszenzfarbung von Mikroalgen-Zellen. In goldener Farbe sind die Lipidtropfchen

erkennbar. Links: S. acuminatus. Rechts: C. oleofaciens.

Ergebnisse
Alle Mikroalgenstamme wiesen bei der Nitratreduktion eine signifikante hdhere

Lipidbildung auf. Die jeweils besten Ergebnisse der taglichen Messungen sind in Abb.
6 zusammengestellt. Am besten war das Ergebnis fur die Mikroalge C. oblonga. Hier
wurde der Lipidgehalt im Vergleich zur Kontrolle um den Faktor 6 gesteigert, fur den
Stamm C. oleofaciens wurde insgesamt die hochste Fluoreszenz gemessen. Im
Gegensatz dazu wurde bei der Mikroalge S. acuminatus nur eine Steigerung um den
Faktor 1,8 erreicht. Hier kbnnten weitere Stressbedingungen wie z. B. eine

Kombination aus Nitrat- und Phosphatmangel getestet werden (s. AP 3).
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Abb. 6: Lipidbildung bei Nitratmangel. rfu: relative fluorescence units.

Die ersten Ergebnisse wurden insgesamt als vielversprechend eingestuft und konnten
als Grundlage fur die Erarbeitung der spateren Versuche im Technikumsmalfstab

verwendet werden.

3.1.4 Zusammenfassung AP 1

Alle vier beschafften Mikroalgen konnten in dem CellDeg Bioreaktor erfolgreich mit
einem gangigen Algenkulturmedium (BG11l) angezogen werden. Die Kultivierung
unter Nitratmangel erwies sich in den ersten Vorversuchen als gunstig fur die
Lipidbildung.

3.2 Arbeitspaket 2: Auswahl und Voruntersuchung geeigneter

Papierfabriksabwasser

Im Rahmen des zweiten Arbeitspaketes wurden die Abwasserreinigungsanlagen
mehrerer Papierfabriken mit unterschiedlichen Faserstoffquellen beprobt.

Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass Abwasser von Papierfabriken endokrine
Wirkungen haben koénnen. Dies betrifft im Wesentlichen Altpapier verarbeitende
Papierfabriken, aber auch Papierfabriken, die Holzstoff als Faserstoffquelle nutzen.

Die Untersuchungen wurden daher mit Abwassern aus einer Papierfabrik
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durchgefuhrt, die aus 100 % Altpapier Wellpappenrohpapier herstellt (Papierfabrik A),
einer Tissue-Papierfabrik, in der unterschiedliche Hygienepapier-Produkte mit und
ohne Altpapier produziert werden (Papierfabrik B) und aus einer Papierfabrik, in der
grafische Papiere aus einer Mischung aus Altpapier, Holzstoff und Zellstoff hergestellt
wird (Papierfabrik C). Untersucht wurde jeweils das Abwasser aus dem Zulauf zur
Abwasserreinigung, nach der ersten biologischen Reinigungsstufe und im Ablauf der
Nachklarung. Die Probenahme in den Papierfabriken erfolgte durch die FE 1.

AnschlieBend wurden samtliche Abwasser auf allgemeine Abwasserparameter

(chemische Analytik), endokrine Wirkung und Algenwachstum untersucht.

3.2.1 Chemische Analytik
In der FE 1 erfolgte die Bestimmung der wichtigsten Abwasserparameter CSB, AOX,
pH-Wert, Stickstoff (ges.), Nitrat-N, Ammonium-N und ortho-Phosphat-P.

Abb. 7: Abwasserprobe der Nachklarung aus Papierfabrik A in 1 L Glasflasche.

Die Analytik der allgemeinen Abwasserparameter erfolgte in der FE1 mittels
Klvettentests (Spectroquant, Fa. Merck). Fir die CSB-Messung wurden die
Abwasserproben schwarzbandfiltriert, die pH-Messung erfolgte in der unfiltrierten
Originalprobe, fiur alle anderen Parameter wurden die Abwasserproben uUber ein
0,45 um-Filter membranfiltriert.
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Tab. 4: Abwasserparameter in Abwasserproben der Papierfabriken A, B, C
CSB pH Nitrat-N | NH4-N | Gesamt- Ortho-
mg/L mg/L mg/L N Phosphat-P
mg/L mg/L

Papierfabrik A
Zulauf ARA 7336 | 7.2 2,4 0,88 47 *
Ablauf Aerobie 321 7,8 1,6 0,65 572 0,38
Ablauf 232 7.9 1,3 0,55 5,3 0,41
Nachklarung

Papierfabrik B
Zulauf ARA 4.810 5,7 * 0,29 9,2 *
Ablauf Aerobie 170 7,5 2,1 0,49 8,1 0,24
Ablauf 165 75 2,5 0,61 9,1 0,26
Nachklarung

Papierfabrik C
Zulauf ARA 1.972 7,1 4,1 0,76 4,1 2,91
Ablauf 1. biol.
Reinigungsstufe | 1.063 7,6 4,0 0,06 3,9 0,12
(Aerob Hochl.)
Ablauf 346 8,0 2,7 0,34 5,1 0,17

Nachklarung

* Proben konnten wegen zu starker Tribung nicht untersucht werden.

Nach Auswahl einer geeigneten Abwasserqualitét fur die Algenkultivierung in diesem

Projekt wurden von FE 1 jeweils nur von diesem Abwasser (Papierfabrik A, Ablauf

Nachklarung)

Algenkultivierung an die FE 2 gebracht.

Parallel

regelmalig Abwasserproben gezogen und als Medium fur die

dazu wurden noch am

Probenahmetag in der FE 1 die Abwasserparameter dieser Probe analysiert, um zu

Uberprufen, ob die Abwasserproben einem regularen Betriebszustand der ARA

entsprechen. Die Ergebnisse sind als Min-Max-Werte Tab. 5 zu entnehmen.
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Tab. 5: Untersuchungsergebnisse (Min-Max) der regelmaRigen Untersuchungen des

Abwassers (Ablauf Nachklarung Papierfabrik A)

CSB pH Nitrat-N | NH4-N | Gesamt- Ortho- AOX
mg/L mg/L mg/L N Phosphat-P pg/L
mg/L mg/L
Ablauf 191 - 78— | 0,60 - 0,05 - 4,85 - 0.32 — 0.68 125 -
Nachklarung 282 7,9 1,60 4,47 9,50 ’ ' 181

Das Abwasser wies wahrend des Untersuchungszeitraumes eine stabile organische
Fracht (gemessen als CSB) auf. Der pH-Wert war nahezu konstant im leicht
(7,8 bis 7,9). Die Werte fur die Stickstoff- und

Phosphorkonzentrationen waren stabil auf geringem Niveau.

alkalischen Bereich

3.2.2 Summenparameter Endokrine Wirkung

Endokrin wirksame Substanzen gehdren zu den am meisten besorgniserregenden
Schadstoffen in Abwassern. Die Substanzen kbnnen, nach Eintritt in das Trinkwasser,
erhebliche Gesundheitsschaden hervorrufen. Aus diesem Grund sollen Abwasser-
Reinigungsverfahren zur Entfernung endokrin wirksamer Substanzen vor dem Einlass
in nattrliche Gewasser erweitert werden (Azizi et al., 2022).

Die Untersuchungen zum Nachweis der Substanzen erfolgte an der FE 2 mithilfe eines
in vitro-Biotests mit rekombinanten Hefestdmmen, zusatzlich zur Einzelstoffanalytik.
Vorteil des Hefetests ist, dass hierbei der Summenparameter der endokrinen Wirkung
gemessen wird und somit auch unbekannte Substanzen erfasst werden.

Verflugbar sind zwei Varianten, mit denen entweder die androgene oder die dstrogene
Wirkung gemessen werden kann. Gleichbleibend negative Befunde zu Beginn der
Datenerhebung bestétigten, dass keine androgen wirksamen Substanzen im
Abwasser vorhanden waren. Der Fokus wurde daher auf die 6strogene Wirkung
gelegt.

Das Testsystem (Recombinant Yeast Estrogen Assay, R-YEA) basiert auf einem
Hefestamm, der sowohl das Gen fur einen humanen Estrogenrezeptor (hER) als auch
ein Reportergen (lacZ) tragt. Bei Aktivierung des Rezeptors durch entsprechende
hormonelle Substanzen im Testgut (Abwasser) bindet dieser als Transkriptionsfaktor
an ein hormon responsive element (HRE) im Zellkern. An das HRE ist ein Reportergen
dass fur die R-Galaktosidase codiert

gekoppelt, und nach Bindung des
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Transkriptionsfaktors exprimiert wird. Die Aktivitat des Enzyms korreliert mit der
Konzentration an hormonellen Substanzen. Der Aktivitatsnachweis erfolgt nach
Hinzugabe eines passenden Substrats (o-Nitrophenol-Galaktopyranosid, ONPG) tber
eine Farbreaktion. Bei der enzymatischen Spaltung entsteht gelb gefarbtes
Nitrophenol (zu messen bei 450 nm) und Galaktose (Gaido et al., 1997).

Die Durchfihrung des Tests erfolgt in Mikrotiterplatten. Es wurden stets sowohl
Negativ- als auch Positivkontrollen (NK, PK) mitgefuihrt. Die Auswertung hangt von
dem Zellwachstum der Hefezellen ab. Liegt das Wachstum mehr als 30 % unterhalb
der Negativkontrolle, ist von einer zytotoxischen Probe auszugehen. Die Ostrogene
Wirkung ist dann erst wieder ab der Verdunnungsstufe ermittelbar, in der das
Wachstum oberhalb von 70 % liegt.

Der Mechanismus des Tests ist in Abb. 8 schematisch dargestellt.

DNA hEr
ji——1]
mRNA hEr /N~ 7 Qj
A

<
» mRNA LaczZ

i i
\ HRE lacZ

' C ONPG
I
o-Nitrophenol

6 Estrogen-Rezeptor hEr: Gensequenz des humanen Estrogenrezeptors
HRE: Responsive Element

<> Ostrogen wirksame Substanz
lacZ: Reportergen

Aktiver Rezeptor
G] P ONPG: o-Nitrophenol-B-D-Galaktopyranosid

. B-Galaktosidase

Abb. 8: Mechanismus des R-YEA (verandert nach Bazin et al. 2017).

Die Nachweis-Untersuchungen erfolgten mit nativen Abwassern und Konzentraten der
gleichen Abwasser. Die Konzentrierungen wurden mittels Festphasen-Extraktion
durchgefuihrt. Dabei wurden die organischen Substanzen an der stationdren Phase
Serdolit PAD | absorbiert, mit Aceton eluiert, das Aceton mittels Stickstoffs eliminiert

und der Extrakt in DMSO aufgenommen. Der Faktor der Aufkonzentrierung betrug
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10.000 und diente dem Nachweis von Substanzkonzentrationen unterhalb der Test-
Nachweisgrenze.

Es wurden folgende Daten aufgenommen:

Tab. 6: Ergebnisse zur 6strogenen Wirkung in den Papierfabriken A, B und C.

Legende:

. : Zytoxizitat native Probe
Ostrogene Wirkung

(Hefewachstum in % zur NK)
< 3,25-fache Anreicherung bzw. 0-50 %
natives Abwasser

© | > 6,5-fache Anreicherung 50-70 %
_ | Kein Nachweis bei > 52-facher 70-100 %
Anreicherung

Um die Starke der 6strogenen Wirkung zu vergleichen, wurden die Ergebnisse in drei
Kategorien mit hoher (+), mittlerer (o) und niedriger (-) Wirkung aufgeteilt (s. Legende).
Die einmalige Untersuchung der drei unterschiedlichen Papierfabriken zu Beginn des
Projektes diente der Werksauswahl fir die zukinftigen Versuche. In Papierfabrik A
war die Restbelastung an dstrogen wirkenden Stoffen am hdchsten und somit auch
die Notwendigkeit einer zusétzlichen Reinigung. Das Algenwachstum war in diesem
Abwasser ebenfalls zufriedenstellend (s. Abschnitt 3.2.3), sodass die Papierfabrik fur
weitere Untersuchungen gewahlt wurde.

Im Zeitraum der Berichtserstattung wurden insgesamt elf weitere Proben untersucht.
Davon wiesen funf eine relativ hohe, eine Probe eine mittlere und flinf keine 6strogene
Wirkung innerhalb der Nachweisgrenzen des Testsystems auf.

Zur Einschatzung der realen Belastung kdénnen die Ergebnisse als Ethinylestradiol-
Aquivalente (EE2) angegeben werden. EE2 hat im R-YEA eine Nachweisgrenze von
1,35 ng/L (4,55 pM). Demnach lag in sechs Proben im nativen Zustand mindestens
eine Konzentration von 0,4 ng/L EE2-Aquivalenten vor und in zwei Proben mindestens

eine Konzentration von 0,2 ng/L EE2-Aquivalenten. Alternativ wurde der
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Detektionsbereich von Bisphenol A im R-YEA uberpruft. Hier liegt die Nachweisgrenze
bei 80 pg/L.

Auffallig war aul3erdem, dass zehn der Proben im nativen Zustand zytotoxisch auf die
Hefezellen wirkten, sodass die 6strogene Wirkung nicht bestimmt werden konnte. In
der Literatur wird als moglicher Grund das Vorhandensein von elementarem Schwefel
im Abwasser angegeben, der inhibierend auf das Hefe-Wachstum wirkt (Citulski,
Farahbakhsh, 2012). Dies wuirde auch erklaren, warum die Hefen bei den
aufkonzentrierten Proben nach Extraktion keine Wachstumsstérung aufwiesen.

An dieser Stelle wurde somit ersichtlich, dass die geplante Bestimmung der
Ostrogenen Wirkung mit dem Hefetest vor und nach der Algenkultivierung nicht
umsetzbar war. Hierzu muss das Hefewachstum in den Proben gewahrleistet sein,
zudem war die Konzentration der betreffenden Substanzen in den nativen Proben
offensichtlich zu niedrig. Die Idee, im Vorfeld eine Aufkonzentrierung der Proben
einzufuhren, wurde nach Rucksprache mit einer Toxikologin verworfen. Vermutlich
beeinflusst die verénderte Probenzusammensetzung nach der Algenkultivierung die
Extraktionseffizienz und kdénnte so zu falsch-negativen Ergebnisse fuhren (Waldmann
2022).

Somit war der Nachweis der o6strogen wirkenden Substanzen in den nativen
Abwasserproben vor und nach der Algenkultivierung nur mittels chemischer
Einzelstoffanalytik mdglich, die in AP 5 vorgesehen ist. Hier findet die Hochskalierung
der Versuche in den Technikumsmalf3stab statt, bei der ausreichend Kulturvolumen fur

die Analytik vorhanden ist.

3.2.3 Algenwachstum in Abwasserproben
Im Anschluss an die Bestimmung der allgemeinen Abwasserparameter und der
ostrogenen Wirkung wurde das Algenwachstum in den Abwasserproben der

Papierfabriken bewertet.

Durchfiihrung

Die Abwasserproben wurden mit dem N&hrstoffkonzentrat des in AP 1 ausgewahlten
Algenkulturmediums (BG11) angereichert und mit Algensuspensionen aus
exponentiell wachsenden Vorkulturen inokuliert. Die maximale Abwasserkonzentration

wurde durch den Anteil des Nahrstoffkonzentrats limitiert und betrug 90 %. Die
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Versuche fanden in dem Reaktorsystem der Fa. CellDeg, wie in AP 1, bei 2 % COg,
100 pmol/m?s Lichtintensitat und 25 °C statt und dauerten in der Regel zwischen
sieben und zehn Tagen. Wahrend der Kultivierung wurde das Algenwachstum tber
die optische Dichte bei 750 nm bestimmt. Zur Kontrolle wurden bei diesen ersten
Versuchen stets Kulturen in konventionellem Algenkulturmedium ohne Abwasser

mitgefiihrt, um das Wachstum vergleichen zu kénnen.

Ergebnisse
Abwasser erwies sich grundsatzlich fur fast alle Algenstamme als geeignete

Kulturmatrix. Beispielhaft ist in Abb. 9 die Wachstumskurve der Mikroalge C. vulgaris

—e—Kontrolle —m— Abwasser

12

10

[ee]

OD 750nm [-]
(o]

Zeit [d]

Abb. 9: Wachstumskurve und Fotos der Mikroalge C. vulgaris in einer Abwasserprobe der

PF A im Vergleich zur Kontrolle in Algenkulturmedium (BG11).

gezeigt. Dargestellt ist der Anstieg der Zelldichte innerhalb von vier Tagen. Auffallig
war, dass die Kultur im Abwasser sogar leicht erhdhte Zelldichten als in der Kontrolle
erreichte. Erkennbar war auch eine deutlich dunklere Grinfarbung der Kulturen, was
auf einen hoheren Chlorophyllgehalt schliel3en lie3 und eine gute Adaption an das

Abwasser belegte.

Fir den Algenstamm C. oblonga waren die Versuchsergebnisse weniger
zufriedenstellend. Es fiel auf, dass die Algen eine stark viskose Zellmatrix bildeten,
was die Handhabung der Kulturen erschwerte. Beispielsweise konnten die

chemischen Abwasserparameter und die Trockenmasse nicht bestimmt werden, fur



Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N 38

die im Vorfeld eine Filtration des Kulturiiberstands erforderlich ist. Da bei den lbrigen
drei Algenstammen diese Eigenschaft nicht aufgetreten war, wurde an dieser Stelle
eine erste Selektion vorgenommen und alle nachfolgenden Versuche auf die

Algenstamme C. vulgaris, C. oleofaciens und S. acuminatus beschrankt.

Auf Grundlage der ersten Ergebnisse erfolgten in AP 2 finf weitere gezielte

Untersuchungen.

Vergleich Papierfabrik A, B, C
Im Abwasser der Papierfabriken A und C gelang die Anzucht der drei Algenstamme.

Aus der Papierfabrik B wies eine der Proben starke Trubung auf, sodass der
Kultivierungsversuch unterlassen wurde. In dem Fall kann aufgrund der Tribstoffe die
ausreichende Versorgung der Algen mit Licht nicht gewéhrleistet werden. Bei einem
weiteren Versuch mit Abwasser dieser Papierfabrik traten Wachstumshemmungen
auf.

Zur Auswahl eines geeigneten Papierfabriksabwassers fur die nachfolgenden
Untersuchungen wurden somit Papierfabrik A und C in Betracht gezogen. Im
Abwasser der Papierfabrik C konnten im Gegensatz zu Papierfabrik A keine ¢strogen
wirksamen Substanzen nachgewiesen werden (s. Tab. 6). Nur Papierfabrik A erfllte
somit die beiden Kriterien ,Bedarf an zusatzlicher Abwasserreinigung“ und ,glnstige
Voraussetzungen fiur das Algenwachstum®“ und wurde im Laufe des Projekts weiter

beprobt.

Zulauf ARA, Ablauf Aerobie, Ablauf Nachklarung

Aus bereits erfolgten Forschungsarbeiten der FE1 ist bekannt, dass im Ablauf der

Nachklarung von Abwéssern der Papierindustrie endokrin wirksame Substanzen
enthalten sein kdnnen (Kersten, 2009a). Daraus geht hervor, dass die biologische
Reinigung nach den ublichen Verfahren nicht ausreicht, diese Substanzen erfolgreich
zu eliminieren. Um die Freisetzung der gesundheitsgefahrdenden Substanzen zu
vermeiden, ist eine zusatzliche Klarung, z. B. mithilfe von Mikroalgen, anzustreben.
Zusatzlich kommen jedoch auch die vorherigen Abwasserreinigungsstufen fir das
Vorhaben in Frage, die Uber eine hohere Nahrstoffkonzentration verfigen. Unter dem

Aspekt einer moglichen Kostenreduktion fand ein Versuch zur Kultivierbarkeit der
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Mikroalgen in den drei Reinigungsstufen Zulauf Abwasserreinigungsanlage (ARA),
Ablauf Aerobie und Ablauf Nachklarung statt.

In Abb. 10 sind die Ergebnisse des Versuches dargestellt. Mit Ausnahme der Kultur im
Zulauf der ARA stiegen die Zelldichten wahrend der ersten vier Tage exponentiell an.
Am hdchsten war das Wachstum in der Kontrolle, gefolgt von der Kultur im Ablauf der
Nachklarung. Bei der Kultur im Ablauf der Aerobie war die Zelldichte an Tag 7 um etwa
40 % im Vergleich zur Kontrolle reduziert. Im Zulauf der ARA war kein Algenwachstum
maoglich. Diese Abwasserprobe war toxisch fur die Mikroalgen.

Auf Grundlage der Versuchsergebnisse wurde der Vorschlag einer vorherigen
Reinigungsstufe verworfen und entschieden, den Fokus auf das Abwasser der
Nachklarung zu legen. Dieses war fur das Algenwachstum am meisten geeignet,
zudem bestatigen die Ergebnisse, dass hier noch Bedarf flr eine zusatzliche

Reinigung vorhanden ist.

- #- Kontrolle —<— Ablauf Nachklarung —=— Ablauf Aerobie —a— Zulauf ARA
18

16 A

14 - 2

2] ¢
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Abb. 10. Wachstumskurven der Mikroalge C. vulgaris in verschiedenen Reinigungsstufen

der Abwasserreinigungsanlage von PF B.
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Abwasser-Vorbehandlung

Zur Bestatigung des Algenwachstums in der PF A fanden zunéchst drei weitere
Probennahmen und Anzuchten bei einem Abwasseranteil von 90 % statt. Ein stabiles
Wachstumsverhalten konnte zunachst nicht reproduziert werden. In zwei Proben
wurde eine Hemmung des Wachstums im Abwasser festgestellt, bei einer Probe lag
nach sieben Tagen ein vollstandiges Absterben der Kulturen vor.

Als Stoérungsquelle wurden Kontaminationen mit Paramecien identifiziert. Mittels
mikroskopischer Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass eine parallele Vermehrung
dieser Organismen stattfand (s. Abb. 11). Aus der Literatur ist bekannt, dass es sich
dabei um nattrliche Fressfeinde von Mikroalgen handelt und deren Auftreten bei
Verfahren zur Abwasserbehandlung nicht uniblich ist (Day et al., 2017, Tejido-Nuiiez
et al., 2019). Als wirksame Gegen-MalRnahmen werden Bestrahlung mit UV-Licht,
Erhitzen bzw. Autoklavieren, Ultraschall und Filtration vorgeschlagen (Cho et al., 2011,
Montemezzani et al., 2015). An der FE2 sind zwei Filtrationseinheiten mit
Vakuumpumpe vorhanden, mit denen batchweise 1 L Flussigkeit filtriert werden

AT 5
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Abb. 11: Mikroskopische Aufnahmen zur Kontamination von Paramecien in Algenkulturen.

konnen. Aufgrund der einfachen Durchfiihrbarkeit wurde die Filtration zur Abwasser-
Vorbehandlung getestet. Die Ausfiihrung erfolgte in zwei Stufen mit 20 um- bzw. 5 pm
Membranfiltern. Mikroskopische Kontrollen bestétigten, dass eine effiziente
Entfernung der 50-300 um grof3en Organismen moglich war. Es gelang, die Algen bei
allen folgenden Labor-Versuchen mit Abwasser stabil wachsen zu lassen.

Das Thema wurde in Literaturrecherchen weiterverfolgt. Dabei stellte sich heraus,
dass verschiedene Mikroalgen unterschiedlich resistent gegeniber Kontaminationen
sind. Beispielsweise wird der Gattung Scenedesmus nachgesagt, besonders gute
Abwehrmechanismen zu besitzen. Diese Algen sind dazu in der Lage, Zellkolonien mit

erhohten Schutz vor Fressfeinden auszubilden (Lurling, 2003). Im spéateren Verlauf
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des Projektes wurde der Algenstamm aus diesem Grund erneut in unfiltriertem
Abwasser kultiviert. Das Wachstumsverhalten war in dem Fall nicht signifikant
unterschiedlich zu der filtrierten Abwasser-Kultur. Das Ergebnis lasst vermuten, dass
in einer spateren Realisierung auf die umstandliche Vorbehandlung verzichtet werden

kann, moglicherweise kdnnen aber trotzdem Betriebsausfallen vorkommen.

PAM-Fluorometrie

Die PAM-Fluorometrie stellte sich als praktisches Bewertungskriterium fir die
Kultivierung im Abwasser heraus und soll daher in diesem Kapitel gesondert
beschrieben werden. Interessant ist, dass die Methode u. a. zum Nachweis toxischer
Substanzen in Gewasserproben eingesetzt wird. Das Messprinzip beruht darauf, die
Organismen nach kurzer Dunkeladaption mit einem Lichtblitz anzuregen. Ausgewertet
wird die Fluoreszenzstrahlung, die in Relation zur Photosyntheseaktivitat steht. Aus
dem Ergebnis wird der sogenannte Genty-Parameter berechnet, fur den bei
ungestoérter Photosynthese-Aktivitdit Werte zwischen 50 und 75 % angenommen
werden. Liegt der Wert darunter, ist von einer Hemmung des Photosynthese-
Apparates, beispielsweise durch toxische Substanzen in Abwassern, auszugehen
(Figueroa et al., 2013, Genty et al., 1989, Institut fir Hygiene und Umwelt, 2022).

In Abb. 12 sind beispielhaft die Messergebnisse zur PAM-Fluorometrie nach 24 h

Inkubation der Algen im Abwasser dargestellt. Nennenswerte Unterschiede zwischen

m Kontrollmedium ®90% Abwasser

Chlorella vulgaris Chlorococcum oleofaciens  Scenedemus acuminatus
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Abb. 12: Ergebnisse zur PAM-Fluorometrie der Algen im Abwasser im Vergleich zur Kontrolle.

Die Messung fand nach 24 h Inkubation statt. n = 2.
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den Kontroll- und Abwasserkulturen wurden nicht festgestellt. Die Versuche zeigten
somit, dass grundsatzlich keine Photosynthese hemmenden Substanzen im Abwasser

vorhanden waren.

3.2.4 Zusammenfassung AP 2

In AP 2 wurde die Abwasserzusammensetzung von drei verschiedenen Papierfabriken
und das Algenwachstum im Abwasser verglichen. Die Papierfabrik A erwies sich mit
hoher Belastung an dstrogen wirkenden Stoffen und gutem Algenwachstum als am
meisten geeignet. Bei dem Mikroalgenstamm C. oblonga wurden unginstige
Kulturbedingungen und Wachstumshemmungen festgestellt. Die Alge wurde bei den
folgenden Versuchen nicht mehr bericksichtigt.

Von den verschiedenen Abwasserreinigungsstufen war das Abwasser der
Nachklarung am meisten geeignet. Wichtigster Befund im weiteren Verlauf der
Versuche war, dass auch bei den ubrigen Algenstdmmen Wachstumshemmungen
auftreten kénnen. Grund dafur sind Kontaminationen im Abwasser. Zur Verminderung
wurde erfolgreich eine Abwasser-VorbehandlungsmalRnahme (zweistufige Filtration)
entwickelt.

Die Ergebnisse aus AP 2 wurden fur die Planung der nachfolgenden Versuche in
AP 3-7 verwendet.
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3.3 Arbeitspaket 3: Untersuchungen zum Wachstum von Mikroalgen in
verschiedenen Papierfabriksabwassern und Optimierung der

Versuchsdurchfihrung im Labormal3stab

Im Rahmen des dritten Arbeitspaketes erfolgten weitere Probennahmen in der
Klaranlage der Papierfabrik A. Die Proben wurden an der FE 2 in Versuchen zur
Optimierung des Algenwachstums im Abwasser verwendet. Es wurde ein zweistufiger

Kultivierungsprozess erarbeitet (s. Abb. 13).

Phase 1: Wachstumsphase + Detoxifizierung
(6-7 Tage)

Probennahme (allg. Abwasserparameter)

N&ahrstoffentzug

Phase 2: Produktionsphase
(5-7 Tage)

Abb. 13: Schema flr die Algenkultivierung in zwei Phasen.

In Phase 1 wachsen die Mikroalgen unter optimierten Bedingungen. Hier findet auch
die Detoxifizierung statt. An der FE 1 wird der Kulturiberstand nach der Biomasseernte
auf chemische Abwasserparameter Uberpriift. Phase 2 dient der gezielten Produktion
von Lipiden. Hier wird die Kultivierung unter den zuvor ermittelten Stressbedingungen
(Nitrat-, Phosphatmangel) fortgesetzt.

Die Durchfiihrung und Ergebnisse der Versuche werden in den folgenden Kapiteln
beschrieben.

3.3.1 Optimierung der Versuchsdurchfiihrung
In Vorbereitung auf die zweiphasige Kultivierung wurden zunachst mehrere

Versuchsparameter optimiert.
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Lichtintensitat, CO2-Begasung

Aus der Literatur ist bekannt, dass Lichtintensitdt und CO2-Zufuhr das Algen das
Wachstum am meisten beeinflussen (Kim et al., 2018). Zu geringe Lichtintensitaten
wirken limitierend auf das Wachstum, oberhalb des Lichtsattigungspunktes kommt es
zur Schadigung der Algenkulturen (Carvalho et al., 2011). Laut Herstellern des
Algenbioreaktors ist es sinnvoll, die Lichtintensitat an steigende Zelldichten
anzupassen und darauf basierend die CO2-Begasung einzustellen. Als Faustregel wird
das Messergebnis der optischen Dichte mit 100 umol/m?s multipliziert und die CO2-
Zufuhr proportional dazu berechnet. Die Hersteller erzeugen so in Kombination mit
einem speziellen Kulturmedium in kurzer Zeit Hochzelldichten. Unter Berlicksichtigung
der vergleichsweise geringen Nahrstoffkonzentrationen des hier verwendeten
Kulturmediums wurde die Lichtintensitat auf max. 400 pmol/m?s erhoht. Das

Kultivierungsschema ist in Tab. 7 dargestellt.

Tab. 7: Einstellung der Lichtintensitat und CO2-Begasung in Anpassung an die Zelldichte.

Zelldichte (OD 750nm) Lichtintensitat [umol/m?s] | CO.-Begasung [%]
0,5-1,5 100 2
1,5-2 150 3
2-4 200 4
>4 400 8

Mit diesen Einstellungen war es moglich, verhaltensmafRig hohe Wachstumsraten zu
erzielen. In Abb. 14 sind die Wachstumskurve der drei Mikroalgen in einer
Abwasserprobe dargestellt. Kein Stamm wies eine ausgepragte lag-Phase auf, was
eine gute Adaption an das Abwasser belegte. C. vulgaris erreichte bereits an Tag 4
die stationdre Phase und verfigte insgesamt Uber die niedrigste Zelldichte.
C. oleofaciens und S. acuminatus zeigten ahnliches Wachstumsverhalten. Die
optische Dichte dieser Kulturen stieg an Tag 6 bis auf einen Wert von knapp 15.

Die gewahlten Einstellungen wurden als geeignete Kulturbedingungen fur die
nachfolgenden Versuche betrachtet. Das Ziel des Vorhabens wurde erreicht. Das

Wachstum kénnte bei héheren Lichtintensitaten weiter getestet werden.
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Abb. 14. Wachstumskurven (linke Ordinate) bei steigenden Lichtintensitaten (rechte Ordinate).

Die CO»-Begasung wurde proportional zur Lichtintensitat von 2 % auf 8 % erhoht (s. Tab. 7).

Abwasserverdiinnung

Eine Verdinnung des Abwassers kann das Algenwachstum laut Literaturergebnissen
positiv beeinflussen (Pacheco et al., 2021, Saranya, Shanthakumar, 2019). Als Griinde
werden die Verringerung der Tribung, der anorganischen und organischen Belastung
und der Konzentration von geldsten Salzen aufgefuhrt.

Es wurde daher ein Versuch mit mehreren Abwasser-Verdinnungsstufen (50 %, 70 %
und 90 %) durchgefuhrt. Die Verdinnungen erfolgten mit VE-Wasser, der
Nahrstoffanteil wurde in allen Ansatzen identisch eingestellt. Nach sechs
Kultivierungstagen wurde die Flussigkeit abfiltriert und die gewonnene Bio-
Trockenmasse gravimetrisch nach Trocknung bei 105 °C ermittelt. Wie aus Abb. 15
hervorgeht, konnte der Abwasseranteil einen signifikanten Einfluss auf das
Algenwachstum haben. Die Mikroalge S. acuminatus zeigte die starkste Auspragung
dieses Effektes. Hier wurde Uber eine Verdinnung des Abwassers auf 50 % eine
wesentliche Verbesserung des Algenwachstums erzielt. Auffallig ist, dass auch im
Vergleich zur Kontrolle in reinem VE-Wasser ein gunstigeres Wachstum vorlag.
Vermutlich  konnte dieser Algenstamm die im Abwasser vorhandenen

Kohlenstoffquellen zum Aufbau von Biomasse metabolisch verwerten. Bei den
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anderen beiden Stammen wurden nur geringfiigige Unterschiede zwischen den
einzelnen Verdunnungsstufen festgestellt.

Keine der Mikroalgen zeigte eine Verschlechterung des Wachstums bei 90 %
Abwasser im Vergleich zur Kontrolle, im Gegenteil lag die Biomasse-Ausbeute jeweils
oberhalb der Kontrolle. Die Kultivierung ist somit unter Berucksichtigung der
N&ahrstoffzugabe bei maximalen Abwasseranteil mdglich, fur den Mikroalgenstamm

S. acuminatus kénnte die Produktion Uber eine Verdinnung auf 50 % Abwasser

10
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Abb. 15: Trockenmasse-Ausbeute bei verschiedenen Abwasser-Verdinnungsstufen.

signifikant gesteigert werden. Dieser Stamm wies auch insgesamt die hochste
Produktivitat und Robustheit auf.

Im Vergleich zu Literaturdaten liegen die Trockenmasseausbeuten oberen Bereich.
Beschrieben werden Ausbeuten zwischen 0,9 und 8,22 g/L Trockenmasse (s. Tab. 8).
Die ermittelten Kultivierungsbedingungen wurden daher als vielversprechend

eingestuft und bei allen nachfolgenden Versuchen standardisiert angewendet.

Tab. 8: Ubersicht zu Trockenmasseausbeuten in verschiedenen Abwassern aus der Literatur.

Mikroalge Abwasser Max. Trockenmasse | Referenz

[9/L]
Scenedesmus Lederindustrie 0,9 (Da Fontoura et al.,
sp. Abwasser 2017)
Chlorococcum Mischung Papier-/ 0,94 (Sanusi, 2022)
sp Milchindustrie
Chlorococcum Kommunales 1,33 (Mahapatra,
sp. Abwasser Ramachandra, 2013)
Chlorococcum Industrielles 1,45 (Karemore, Sen,
infusionum Abwasser 2015)
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Mikroalge Abwasser Max. Trockenmasse | Referenz

[9/L]
Chlorella Kommunales 1,97 (Tan et al., 2015)
pyrenoidosa Abwasser
Chlorella Brauereiabwasser 2,01 (Farooq et al., 2013)
vulgaris
Chlorella Garriuckstand 2,91 (Tao et al., 2017)
vulgaris Papierfabrik
Chlorella Textilindustrie 2,91 (Javed et al., 2022)
vulgaris
Chlorella Nachklarung 5,0 dieses Projekt
vulgaris Papierfabrik
Chlorococcum Nachklarung 59 dieses Projekt
oleofaciens Papierfabrik
Scenedesmus Garruckstand 8,22 (Tao et al., 2017)
acuminatus Papierfabrik
Scenedesmus Nachklarung 8,8 dieses Projekt
acuminatus Papierfabrik

3.3.2 Zweiphasige Kultivierung

Nach Optimierung der Kultivierungsparameter wurden die Algen in zwei Phasen
kultiviert. In Phase 1 wachsen die Algen unter optimalen Bedingungen im Abwasser.
In Phase 2 erfolgt die Kultivierung unter definierten Stressbedingungen. Neben dem in
AP 1 bereits untersuchen Nitratmangel wurde zuséatzlich die Kombination aus Nitrat-
und Phosphat getestet. Vorteil dieser Variante ware die unbedenkliche Freisetzung

des Restwassers ohne jegliche Nahrstoffrickstande nach der Algenernte.

Versuchsdurchfiihrung:

Abwasserproben wurden mit Nahrstoffen des BG11-Mediums versetzt und mit
exponentiell wachsenden Algen-Vorkulturen inokuliert. Nach sieben Tagen wurde die
Biomasse abzentrifugiert und in Medium ohne Nitrat bzw. ohne Nitrat und Phosphat
weiterkultiviert. Zur Kontrolle wurde eine Kultur mit vollstandigem Medium

weitergeflhrt. Folgende Messwerte wurden wahrend der Kultivierung aufgenommen:

e Zelldichte (OD bei 750 nm)

e Trockenmasse (gravimetrisch)

¢ Photosynthese (PAM-Fluorometrie)

e Zellzahl (Casy Zellz&hler)

e Chlorophyll-Fluoreszenz (440/687 nm)

e Chlorophyllgehalt nach US EPA 446 (Arar, 1997)
¢ Neutrallipidgehalt (Fluoreszenzfarbstoff Nilrot)

e Protein- und Starkegehalt
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Aufgrund des geringen Kulturvolumens in den CellDeg-Reaktoren konnten sowohl die
Chlorophyligehaltsmessungen als auch Protein- und Stérkegehalts-Bestimmungen

erst bei spateren Versuche im Technikumsmalfstab durchgefihrt werden.

Ergebnisse
Beispielhaft sind in Abb. 16 die Ergebnisse fir die zweiphasige Kultivierung mit der

Mikroalge S. acuminatus gezeigt.

Die Zelldichte stieg in Phase 1 kontinuierlich an. In Phase 2 wurden sowohl in der
Kontrollkultur als auch in der Nitrat-limitierten Kultur hohe Zelldichten erreicht. Die
Kombination aus Nitrat- und Phosphatmangel fuhrte zu einer erkennbaren
Wachstumshemmung.

Die Ergebnisse zur Zellzahl zeigen keinen eindeutigen Wachstumsverlauf. Vermutlich
beeinflussten Partikel aus der Abwassermatrix das automatische Zellzahlsystem
(Casy Counter). Die OD-Werte sowie Trockenmasse wurden deshalb als wichtigste
Wachstumsparameter verwendet. Auf3erdem gibt auch die Chlorophylifluoreszenz
Aufschluss Uber die Zelldichte. Diese Werte erreichten nach zweitétiger
Anpassungszeit in Phase 2 an Tag 10 in allen Kulturen den Maximalwert.

Die Photosyntheseaktivitdt der Mikroalgen reduzierte sich in Phase 1 auf unter 50 %,
stieg jedoch in Phase 2 in der Kontrollkultur und der Nitrat-limitierten Kultur wieder auf
hohe Werte an. In der Nitrat-Phosphat-limitierten  Kultur blieb die
Photosyntheseaktivitat niedrig.

Am auffalligsten waren die Ergebnisse zum Neutrallipidgehalt. Hier konnten in der
Nitrat-Phosphat-limitierten Kultur eine signifikante Steigerung der Lipidproduktion
nachgewiesen werden. Dieser Befund konnte fiir die Auswahl der Stressbedingungen
bei den spateren Versuchen im Technikumsmalflistab verwendet werden. Um die
Wachstumshemmung unter diesen Bedingungen zu bertcksichtigen, wurde die Lipid-
Fluoreszenz in Verhaltnis zur Biotrockenmasse gesetzt. Trotz des Verlustes konnte
unter den Nitrat-Phosphat-limitierten Bedingungen eine bis zu 132 % hdhere

Lipidmenge als unter normalen Bedingungen gewonnen werden.
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Papierfabriksabwasser. rfu: relative fluorescence units.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Kultivierung der Mikroalgen in zwei
Phasen ohne besondere Schwierigkeiten umsetzbar war. Auffallig war allerdings die
absinkende Photosyntheseaktivitat wahrend der ersten Phase. Welche Faktoren die
Ursache hierfiir waren, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Wichtigster Befund
war die vielversprechende Steigerung der Lipidfluoreszenz, der fir die Versuche im
Technikumsmal3stab eingesetzt werden sollte. Hervorzuheben ist dabei, dass die
Kombination aus Nitrat und Phosphat auch in Bezug auf die spatere Freisetzung des

Restwassers sinnvoll wére.

Detoxifizierung

Neben der Biomasseproduktion ist die Aufreinigung des Abwassers in Phase 1 des
Kultivierungsprozesses am wichtigsten. Aus der Literatur ist bekannt, dass Mikroalgen
nicht nur Gber die bereits beschriebenen Kompetenzen zum Abbau bestimmter
ostrogen wirkender Stoffe verfligen, sondern auch zur Senkung des CSB-Wertes und
der AOX-Fracht beitragen kénnen (Tarlan et al., 2002, Usha et al., 2016).

Die allgemeinen Abwasserparameter (chem. Analytik) wurden vor und nach der
Algenkultivierung verglichen, um die Reinigungsleistung der ausgewahlten Algen zu
Uberpriufen. Die geplanten Untersuchungen zur endokrinen Wirkung mit dem Hefetest
waren allerdings nicht moglich (s. AP 2, Substanzkonzentrationen zu niedrig).

In Tab. 9 sind die Messergebnisse fiir drei der Mikroalgenstamme aufgelistet. Zu
beachten ist, dass Nitrat und Phosphat zu Beginn der Kultivierung zugegeben wurde,
um das Algenwachstum zu ermoglichen. Die Nahrstoffstoffkonzentrationen im nativen
Abwasser der Nachklarung sind in der Regel hierzu nicht ausreichend.

Bis auf den CSB-Wert konnten alle Messparameter der chemischen Analytik durch die
Algenbehandlung erfolgreich gesenkt werden. Von keinem dieser Parameter war von
einem Konflikt mit der Abwasserverordnung zur Freisetzung in natirliche Gewasser
auszugehen.

Bezlglich des CSB-Wertes wurde festgestellt, dass dieser nach der Algenkultivierung
nicht wie erwartet gesunken war, sondern stets héher war als in der eingesetzten,
nativen Abwasserprobe. Dies trifft auch fiur die Kontrolluntersuchungen ohne
Abwasserzugabe zu. Zur Aufklarung dieses ungunstigen Befundes wurde

entschieden, eine zusatzliche Versuchsreihe in AP 4 durchzufiihren.
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Tab. 9: Nahrstoffkonzentrationen und AOX im Abwasser nach 7 Tagen Algen-

kultivierung.
CSB pH Ngesamt NHs—N | NOs— N | 0-POs—P | AOX
schwarzb. Originalp. | 0,45um | 0,45um | 0,45um | [ug/L]
[mg/L] [mg/L] filt. filt. filt.
[mg/L] [mg/L] [mg/L]

Abwasser bei 216 7.9 6,7 0,22 1,4 0,36 181
Probenahme
C. vulgaris 474 7.9 133 0,77 126 0,16 n.b.
Kontrolle
C. vulgaris 444 8,5 41 <0,01 32,3 0,17 155
Abwasser
C. oleofaciens 493 7.9 145 0,06 108 0,22 n.b.
Kontrolle
C. oleofaciens 503 8,4 41 <0,01 29,5 0,20 165
Abwasser
S. acuminatus 488 7.9 144 0,47 118 0,24 n.b.
Kontrolle
S. acuminatus 426 8.7 47 <0,01 35,7 0,23 299*
Abwasser

* Storung durch sehr hohe Chlorid-Gehalte moglich

3.3.3

Zusammenfassung AP 3

Nach Optimierung der Lichtintensitat, der CO2-Zufuhr und des Abwasseranteils

konnten die Versuchsbedingungen standardisiert werden.

Die jeweils besten

Ergebnisse sind in Tab. 10 zusammengefasst. Es konnten im Vergleich zur Literatur

hohe Trockenmasseausbeuten gewonnen werden, wobei mit der Mikroalge S.

acuminatus die hochste Produktivitat erzielt wurde. Die zweiphasige Kultivierung war

insgesamt gut umsetzbar und lieferte wichtige Ergebnisse fur die Planung der

Versuche im Technikumsmaf3stab.

Bedeutsamster Befund in diesem Kapitel war die unerwartete Feststellung des

erhéhten CSB-Wertes nach der Algenkultivierung. Die Aufklarung hierzu sollte in AP 4

in einer zusatzlichen Versuchsreihe erfolgen.

Tab. 10: Zusammenfassung zur zweistufigen Kultivierung in Papierfabriksabwasser.

Chlorella Chlorococcum | Scenedesmus
vulgaris oleofaciens acuminatus
Lichtintensitat [umol/m?2s] 100-400
CO2-Begasung [%] 2-8
Max. Trockenmasse [g/L] 5,0 5,9 8,8
Limitierungsart Phase 2 Nitrat Nitrat Nitrat/Phosphat
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3.4 Arbeitspaket 4: Untersuchung des Wachstums der Mikroalgen im

Labormalistab und Bewertung der Clearance-Kapazitat

Schwerpunkt der Untersuchungen in AP 4 war die Entfernung von EDC’s durch
Mikroalgen. Zusatzlich musste nach Ergebnissen aus AP 3 der Verlauf des CSB-
Wertes wahrend der Algenbehandlung gepruft werden. In Vorbereitung auf AP 5
erfolgten erste Versuche zum Zellaufschluss.

3.4.1 CSB-Wert

Der CSB-Wert ist einer der wichtigen Parameter im Abwasser von Papierfabriken, da
er ein Mal} fur die Beladung des Wassers mit organischen Verbindungen und damit
auch die GréRenordnung einer moglichen Sauerstoffzehrung dieser Verbindungen im
Oberflachengewéasser darstellt. Ziel der Abwasserreinigung in der Papierherstellung
ist insbesondere, die Fracht an organischen Stoffen im Abwasser durch mehrstufige
biologische Abwasserreinigung zu reduzieren.

Nachdem bei den ersten orientierenden Untersuchungen zu den Abwasserparametern
nach 7 Tagen Algenkultivierung Uberraschend ein CSB-Anstieg zu verzeichnen war,
wurden systematisch bei den folgenden Algenkultvierungen taglich Proben fir CSB-

Bestimmung (Klvettentests) entnommen. Die Ergebnisse sind Abb. 17 zu entnehmen.
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Abb. 17: Verlauf des CSB-Wertes in den Abwasserproben in den 7 Tagen der

Algenkultivierung im LabormafRstab
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Wahrend sich S. acuminatus bei einem CSB-Wert von ca. 340 mg/L nach 6...7 Tagen
einpendelt, ist die Erhéhung bei C. vulgaris (ca. 420 mg/L) und C. oleofaciens (ca.

400 mg/L) sogar noch starker.

Die Untersuchung mit den drei verschiedenen Algenstdmmen wurden parallel mit der
gleichen Abwasserprobe durchgefihrt, um Matrixeinflisse durch unterschiedliche
Abwasserzusammensetzung ausschlieBen zu konnen. Das Abwasser hatte vor
Beginn der Algenkultivierung einen CSB-Wert von ca. 310 mg/L. Wie aus Abb. 17
erkenntlich, sank der CSB-Wert wahren der Assimilation der Mikroalgen an das
Abwasser am Tag 1 um ca. 10 %. Zwischen Tag 1 und Tag 2 begann der CSB-Wert
aber wieder zu steigen, so dass bereits nach 2 Tagen der urspringliche CSB-Wert
nahezu wieder erreicht wurde. Ab Tag 3 ist die CSB-Konzentration bei allen Proben
Uber dem Niveau des Testansatzes und steigt weiter an.

Um dieses Phanomen erklaren zu konnen, wurde zunachst auf die CO2-Zugabe in der
Begasungsluft verzichtet. Es wurde vermutet, dass zu viel CO2 als konkurrierende
Kohlenstoffquelle dazu fuhrt, dass der CSB-Abbau nicht so effektiv verlauft. Abb. 18

zeigt den ermittelten CSB-Verlauf unter diesen Bedingungen.
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Abb. 18: Verlauf des CSB-Wertes ohne zusatzliche CO»-Zugabe wahrend der

Algenkultivierung (S. acuminatus).

Wie erkennbar ist, steigt der CSB-Gehalt auch in dieser Probe sehr stark an. Es wird
vermutet, dass wahrend der Algenkultivierung im Abwasser durch den Stoffwechsel

der Alge extrazellulare Stoffe entstehen, die zu den hoheren CSB-Konzentrationen
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fuhren. In der Literatur werden die Sekretion von organischem Material im Rahmen
der CO2-Fixierung, aber auch abgestorbene Algenzellen dafiir verantwortlich gemacht
(Lee et al., 2019). Aul3erdem wurde beobachtet, dass das Abwasser mit zunehmender
Kultivierungsdauer triber wurde. Mdglicherweise entstehen also partikulare Stoffe, die
hohere Molmassen aufweisen. Im Labor wurde daher der CSB-Wert im Folgenden in
den stufenweise enger filtrierten Abwasserproben (am Tag 7) gemessen. Die

Resultate sind in Tab. 11 zusammengefasst.

Tab. 11: CSB-Wert im Abwasser in 7 Tagen Algenkultivierung (S. acuminatus).

Probenbezeichnung CSB (Mi'FteIwert aus Doppel-
bestimmung) [mg/L]

Vorkultur 146

Tag 0 * 228

Tagl* 283

Tag 2 * 305

Tag 3 * 275

Tag 4 * 341

Tag 7 * Originalprobe 431
Tag 7 schwarzbandfiltriert 435
Tag 7 0,45 um filtriert 324
Tag 7 Zentrifugat 1000 rpm 310
Tag 7 Zentrifugat 2000 rpm 235
Tag 7 Zentrifugat 4500 rpm 171

* In der Originalprobe gemessen.

Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass nach der 0,45 pum-Membranfiltration und mit
steigender Drehzahl beim Zentrifugieren der CSB-Wert in der Abwasserprobe deutlich
geringer wird. Offensichtlich wird der steigende CSB bei der Algenkultivierung zu
gro3en Anteilen von partikularen Stoffen gebildet, der CSB durch echt gel6ste
organische Stoffe scheint im Vergleich dazu deutlich geringer zu sein. In den folgenden
Versuchen wurde untersucht, ob der steigende CSB-Wert wahrend der

Algenkultivierung auch beim Upscaling in die gré3eren Reaktoren auftritt.
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Abb. 19: Verlauf des CSB-Wertes in den Abwasserproben wahrend 7-tagiger Algenkultivierung

im Labor- und im Technikumsmalfistab.

In Abb. 19 sind die Verlaufe des CSB-Wertes im Labormalistab (obere drei durch-
gezogene Linien, alle drei untersuchten Algenstamme) und im Technikumsmal3stab
(untere drei gestrichelte Linien, unterschiedliche Abwasserproben, alle
Untersuchungen mit S. acuminatus) dargestellt. Wahrend bei den Proben im
Labormal3stab signifikante Erhéhungen des CSB-Gehaltes in den 7 Tagen
Algenkultivierung auftreten, sind die CSB-Gehalte in den 6 L-Algenreaktoren im
Technikum deutlich stabiler und liegen nach 7 Tagen auf dem gleichen Niveau wie zu
Beginn der Algenkultivierung. Die Untersuchungen mit dem Abwasser 2 wurden im
Technikumsmal3stab parallel in zwei verschiedenen, aber baugleichen, 6 L-Reaktoren
durchgefuhrt (blaue bzw. organgefarbene gestrichelte Linie) und zeigen eine gute
Ubereinstimmung im CSB-Verlauf.

Als Grund fir das unterschiedliche Verhalten wird die deutlich héhere Zelldichte in den
Laborreaktoren im Vergleich zu den Technikumsreaktoren angesehen. Insofern ist die
CSB-Erhohung im praktischen Anlagenbetrieb mdglicherweise kein schwerwiegendes
Problem, erfordert aber weitere Untersuchungen. Die prinzipielle Eignung von
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Mikroalgen zur CSB-Reduzierung im Abwasser ist gegeben. In Tab. 12 sind die
Ergebnisse einer zuséatzlichen Literaturrecherche zum Thema CSB-Reduzierung bei
der Algenkultivierung im Abwasser zusammengefasst. In den meisten Fallen konnte
eine Reduktion von uUber 50 % erzielt werden. Allerdings ist in einigen
Veroffentlichungen das untersuchte Kulturmedium auch nicht eindeutig zuzuordnen,
in einigen Untersuchungen erfolgte die Algenkultivierung im Abwasser der ersten
Reinigungsstufe, teilweise mit Zusatz der leicht abbaubaren Glukose, oder in
Abwassern mit sehr hohen CSB-Gehalten, bei denen der Abbau der organischen
Stoffe im Abwasser einer moéglichen Bildung von sauerstoffzehrenden Stoffen durch

den Stoffwechsel der Algen deutlich dominiert.

Tab. 12: Ubersicht zur CSB-Entfernung mit verschiedenen Algenstammen aus der Literatur.

Zusatzlich wurden Stickstoff- und Phosphor-Elimination aufgefuhrt (Nagi et al., 2020).

Culture medium Nutrients Nutrients removal [%] | Biomass
initial mg.L™*
C. vulgaris Primary COD: 422.4 COD: 67 0.419
wastewater + glucose N-NH4* :28.9 N-NH4*:100
P-PO47:3.2 P-PO43 :97
Scenedesmus rice mill effluent COD: 1600 N-NH4* 92 & 90.3 N.A
abundans & C. N-NH4*:154 P-P0O4%:98.3 & 97.6
pyrenoidosa P-PO43:360
Scenedesmus sp. | anaerobic digestion of | NH4* -N:113 N.A N.A
dairy cattle manure
Scenedesmus sp. | biogas and digestated | COD:5000 COD: 69.1 1.8
carbon source
Scenedesmus sp. | 60% TWW COD: 2447 COD: 57.46 0.6
N-NH4*:208 N-NH4*:60.5
P-P0O4*":3.96 P-P04%7:89.50
C. vulgaris treated urban N-NH4*:226 N-NH4*: 26.5 1.2
wastewater P-PO4*:143.5
Scenedesmus sp. | 50% TWW P-PO4* P-P04%:99.85 0.6
P:13.23
C. minutissima & | primary treated COD: 149.75 COD: 81 0.45 &
Scenedesmus sp. | wastewater N-N-NH4":39.5 | N-NH4":88.5, 92 0.44
P-PO4*:3.68 | P-PO4*:85
C. sorokiniana palm oil mill effluent COD: 580 N-NH4*:93.36 1.2
N-NH4* :85.8 P-PO43" :94.50
P-PO4*": 20.5
C. sorokiniana & 100% raw sewage COD: 320 COD: 69.38, 76.13 131&
Scenedesmus sp. N-NH4":52.23 N-NH4": 86.93,98.54 1.06
P-PO47:8.47 P-PO4+% : 68.24, 98
Scenedesmus sp. | starch containing COD: 3800 COD: 71 1.4
textile
Acutodesmus 10% anaerobic N.A COD: 454, 39.1 11¢&1
obliquus & digestion effluent N-NH4*: 7.87, 15.3
Parachlorella P-PO4%: 84, 84.2
kessleri
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Scenedesmus sp. | molasses and grass N-NH4*:159 N.A 3.2
wastewater anaerobic | P-PO4*:16.71
digested effluents

Scenedesmus land fill leachate and COD: 465 COD: 64, 67 1.2 &1.3
obliquus & urban wastewater N- NH4":150 N-NH4*: 79, 82

Desmodesmus P-PO4*: 20 P-PO4%: 43, 41

spp.

Mindestens vier Publikationen berichten ebenfalls tiber einen Anstieg des CSB-Wertes
im Rahmen der Abwasserbehandlung mit Mikroalgen (Arbib et al., 2013, Garcia-Galan
et al., 2018, Uggetti et al., 2018). Ausfihrlich wurde die Problematik in der Publikation
von (Lee et al.,, 2019) diskutiert. Der signifikante Anstieg war hier drei Tage nach
Beginn der Algenbehandlung aufgetreten. Erfolgreich verhindert werden konnte die
Problematik durch Zugabe von Belebtschlamm. Es handelt sich somit bei den
Algensekreten um biologisch abbaubare Substanzen, die bei Projektrealisierung leicht
entfernbar sein sollten. Im geplanten Folgeprojekt soll dieses Thema genauer

untersucht werden.

3.4.2 Abbau endokrin wirkender Einzelstoffe

Endokrin  wirkende Substanzen werden mit konventionellen biologischen
Reinigungsverfahren nur unvollstandig aus Abwassern entfernt. Als weiterfiihrende
Mafl3nahmen werden advanced oxidation processes. Nanofiltration, Adsorption mittels
Aktivkohle oder Photokatalyse vorgeschlagen. Die Mikroalgen-basierte Elimination der
schwer abbaubaren Stoffe ist eine Alternative, die aus ©6konomischen und
umweltbezogenen Griinden bevorzugt angestrebt werden soll (Roccuzzo et al., 2021).
Aus Studien zur Abbaukapazitat bestimmter Einzelstoffe ist bekannt, dass diese fur
unterschiedliche Mikroalgenstamme variieren. In  Tab. 13 sind samtliche
Untersuchungsergebnisse der letzten Jahrzehnte zum Abbau von Bisphenol A mit
verschiedenen Mikroalgen aufgelistet. Die Zusammenstellung verdeutlicht, dass auch
die Substanzkonzentration relevant ist. Ziel dieses Arbeitspaketes war es, die Abbau-
Kapazitaten der Algenstdmme fir zwei Leitsubstanzen (Bisphenol A, Nonylphenol) zu
vergleichen. Diese Substanzen konnen bei der Papierherstellung zum Einsatz
kommen und so in das Abwasser eingetragen werden. Wichtig ist, dass die
Substanzen bereits in Rohabwasser, aber auch in biologisch gereinigtem Abwasser

nachgewiesen wurden (Balabani€, Krivograd Klemenci¢, 2011, Kersten, 2009b).
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Tab. 13: Literaturergebnisse zum Mikroalgen-basierten Abbau von Bisphenol A bzw.

Ersatzstoffe.

Mikroalgen-Spezies Substanz- Abbau- Referenz
konzentration Effizienz

Chlorella vulgaris 20 mg/L 100 % Gulnaz, Dincer (2009)
Chlorella fusca 9 mg/L 90 % Hirooka (2005)
Monoraphidium braunii | 4 mg/L 48 % (Gattullo et al., 2012)
Chlorella vulgaris 2 mg/L (Bis F) 60 % Peng (2009)
Chlamydomonas, 1 mg/L 23-24 % Jietal. (2014)
Chlorella vulgaris
Desmodesmus 1 mg/L 57 % Wang et al. (2017)
Mikroalgen-Mischung 10 pg/L 99 % Abargues et al. (2013)
Chlorella, Nitzschia 10 pg/L 43 % Sole, Matamoros (2016)
Chlorella vulgaris 1 pg/L 80 % Skufca et al. (2021)

Die dazugehorigen Versuche wurden in zwei separate Untersuchungen aufgegliedert.
Zuerst wurden die Algen in Modellabwasser (1 mg/L BPA) kultiviert. Danach wurden
reale Abwasserproben mit gleicher Substanzkonzentration gespikt. Hier sollte
untersucht werden, ob in der Abwassermatrix gleiche Abbauergebnisse erzielt werden
konnen oder ob ggf. Faktoren im Abwasser den Metabolismus der Algen
beeintrachtigen. Die Durchfihrung erfolgte mit den beiden Stdmmen S. acuminatus
und C. oleofaciens, mit denen die hochste Trockenbiomasse-Ausbeute bei 90 %
Abwasser erreicht wurde (s. AP 3, Abb. 15).

Versuchsdurchfiihrung

Fur die Versuche mit Modellabwasser wurde Algenkulturmedium (BG11l) mit
Bisphenol A bzw. Nonylphenol auf eine Konzentration von 1 mg/L eingestellt und mit
Algenkulturen inokuliert. Der Versuch wurde mit 10 mL-Reaktoren im Reaktorsystem
der Firma CellDeg durchgefiihrt. Die Algenkulturen wurden Uber sieben bis acht Tage
mit COz2 begast und mit LED-Lampen beleuchtet (Einstellung siehe AP 3, Tab. 7). Zur
Evaluation des Substanzabbaus wurden taglich Proben gezogen, die Algen-Biomasse
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abzentrifugiert und der Uberstand bis zur Untersuchung mit dem rekombinantem
Hefetest eingefroren.

Aus den Ergebnissen wurde die Mikroalge mit der héchsten Abbau-Kapazitat ermittelt
und fur die Untersuchungen mit gespikten Abwasserproben weitergefiihrt. Die
Abwasserproben (Papierfabrik A) wurden vor der Algen-Inokulation mit N&hrstoffen
des Kulturmediums BG11 angereichert, mit Bisphenol A gespikt (0,5 bzw. 1 mg/L) und
anschlieRend unter identischen Versuchsbedingungen in 100 mL-Reaktoren inkubiert.
Zur Validierung der Ergebnisse wurden diese Versuchsansatze zusatzlich nach
Abschluss der Versuchszeit zu 400-500 mL gepoolt und mittels GC/MS analysiert.
Als Kontrollen wurden in beiden Fallen zwei weitere Versuchsansatze mitgefihrt: Ein
Ansatz ohne Algenkulturen zur Bericksichtigung anderweitiger Faktoren auf den
Substanzabbau und ein Ansatz mit Algenkulturen ohne Substanzzugabe zur

Beriicksichtigung von Wachstumshemmungen.

Ergebnisse Modellabwasser

In Abb. 20 ist beispielhaft der Abbau von Bisphenol A nach achttagiger Kultivierung in
Modellabwasser mit S. acuminatus dargestellt.

Auf der linken Achse ist der Anstieg der Zelldichte aufgetragen. Das Wachstum der
Algen verlief sowohl in der Kontrolle als auch in der behandelten Kultur exponentiell.
Der Befund bestétigt, dass das Algenwachstum unabhangig von der Substanz-
Beigabe war. Das Ergebnis des Hefetests ist auf der rechten Achse aufgetragen. Die
Induktionsrate beschreibt die Starke der 6strogenen Wirkung. Der Substanzabbau
erfolgte nicht gleichmafig: An Tag 1 sank das Testsignal um 27 + 5 %, danach wurde
erst an Tag 7 erneut eine signifikante Anderung von 78 + 1 % gemessen.

Das Ergebnis verdeutlicht, dass eine Mindest-Inkubationszeit von sieben Tagen zur

maximalen Abbaurate erforderlich war. Danach fand kein weiterer Abbau mehr statt.
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Abb. 20: Abbau von Bisphenol A mit S. acuminatus-Kulturen in Modellabwasser. Linke
Ordinate: Zelldichte, rechte Ordinate: Endokrine Wirkung im Hefetest (R-YEA).

Die Induktionsrate an Tag 7 der Negativkontrolle (ohne Algenkulturen) war im
Vergleich zu Tag 0 um 9 £ 5 % reduziert (Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis befindet
sich im Bereich von Literaturbefunden. Hier werden Messergebnisse zwischen 15 %
und 16,2 % nach zehn bzw. 16 Tagen beschrieben. Als Ursache wird hauptsachlich
Photodegradation angefihrt (Ji et al., 2014, Li et al., 2009). Der Algen-Behandlung
konnen somit 71 + 4 % Abbauleistung zugeschrieben werden. Mit dem Algenstamm
C. oleofaciens wurden im Vergleich dazu 52 + 2 %! erreicht. Die Versuche mit
Nonylphenol konnten nicht ausgewertet werden, da diese Substanz bei einer
Konzentration von 1 mg/L kein Signal im R-YEA erzeugte.

Auf Grundlage der Ergebnisse wurden die Untersuchungen zum gespiktem Abwasser

mit dem Algenstamm S. acuminatus weitergefihrt.

1 Far die Auswertung der Daten war es notwendig, die zur Signifikanz erforderliche Hefe-Zelldichte von
70 % auf 60 % gegeniiber der Negativkontrolle herabzusetzen.
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Ergebnisse gespiktes Abwasser

Fir die Versuche mit gespiktem Abwasser fiel die Auswertung der endokrinen Wirkung
als Summenparameter mit dem R-YEA weg (zytotoxisch, s. AP 2). Das Wachstum des
Hefestamms wurde im Abwasser um bis zu 90 % gehemmt, sodass kein Ergebnis-
Signal erzeugt werden konnte.

Eine weitere Komplikation ergab sich in Zusammenhang mit den Negativkontrollen:
Die Inkubation im Photobioreaktor forderte das Wachstum nativer Algenkulturen aus
dem Abwasser. So wurde nach 5-7 Tagen eine deutliche Kontamination mit
verschiedenen Algenstammen festgestellt. Der Anteil an abiotischen Faktoren auf den
Substanzabbau war in dem Fall nicht direkt bestimmbar.

Die Ergebnisse zur Einzelstoffanalytik ergaben bei der Zugabe von 0,5 mg/L BPA
Abbauleistungen von > 99 % (Doppelbestimmung, Werte nach Algenkultivierung < BG
von 5 pg/L) und bei der Zugabe von 1 mg/L BPA zum Abwasser eine maximale BPA-
Abbauleistung von 76 bzw. 82 %.

Zusammenfassung

Die Ergebnisse samtlicher Untersuchungen zur Clearance sind in Tab. 14
zusammengefasst. Die Daten liegen im oberen Bereich von Literaturbefunden. Das
beste Ergebnis wurde mit dem Algenstamm S. acuminatus im gespikten Abwasser
erzielt. Aus Literaturbefunden ist bekannt, dass die Substanzen nicht nur in der
Algenbiomasse akkumulieren, sondern eine Biodegradation stattfindet (Ding et al.,
2020, Ji et al., 2014, Peng et al., 2014). Das Ergebnis ist somit vielversprechend in
Bezug auf die weiterfiihrende Abwasserreinigung.

Tab. 14: Prozentuale Reduktion der Bisphenol A-Konzentration im umgebenden Medium nach

sieben Tagen Algenkultivierung.

Modellabwasser Gespikte Abwasserproben
R-YEA Einzelstoffanalytik
Chlorococcum - Zugabe von 1 mg/L BPA:
oleofaciens 52+ 2 % )
Scenedesmus - Zugabe von 0,5 mg/L BPA:
acuminatus - Zugabe von 1mg/L BPA: > 99 %
71+4 % - Zugabe von 1 mg/L BPA:
76 % bzw. 82 %
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3.4.3 Zellaufschluss Mikroalgen

Zur Gewinnung der Algenlipide sind mehrere Schritte erforderlich. Vor der
Ublicherweise angewendeten Extraktion mit Loésemitteln kann ein Zellaufschluss zum
Aufbruch der Zellwand sinnvoll sein. Dieses Verfahren kann, je nach Algenstamm und
Zusammensetzung der Zellwand, den Lipidertrag um den Faktor 3-4 steigern (Lee et
al., 2012). In Vorbereitung auf die Lipidextraktion, die fir AP 6 vorgesehen ist, wurden
zwei mechanische  Aufschlussmethoden (Hochdruckhomogenisator und
Schwingmiuihle) getestet. Diese Methoden waren 2016 bei einem Mikroalgen-Projekt
des Fraunhofer Instituts als am effektivsten neben vier weiteren ermittelt worden und
kénnten auch kontinuierlich bzw. im Technikumsmalfistab betrieben werden (Schmid-
Staiger et al., 2016).

Hochdruckhomogenisator

Hochdruckhomogenisatoren wurden ursprunglich zur Homogenisierung von
Fllssigkeiten eingesetzt, kommen jedoch zunehmend auch in
Zellaufschlussmethoden zum Einsatz. Das Arbeitsprinzip basiert auf dem Aufbau
eines hohen Druckes auf die Zellflissigkeit, die anschlielend durch ein Ventil
umgelenkt und auf einen Prallkérper geschleudert wird. Scher-, Normal- und
Dehnkréafte, Turbulenz und Kavitation sorgen fir eine effiziente Zerstérung der Zellen.
Variierbare Parameter sind der Homogenisierdruck und Anzahl der Zyklen (Chmiel,
2018).

Fur die Untersuchung wurde ein Modell der Firma Avestin (EmulsiFlex®-C3)
verwendet, das an FE2 zur Verfigung steht. Die Algensuspensionen wurden auf eine
Konzentration von 10 % (w/v) eingestellt und bei unterschiedlichem Druck (500, 1000,
1500 bar) mit je zehn Zyklen aufgeschlossen. Zur Ermittlung des Aufschlussgrades
wurden nach jedem Zyklus Proben gezogen und der Proteingehalt im Uberstand nach
Bradford bestimmt (Bradford, 1976).

In Abb. 21 ist das Ergebnis fur die Mikroalge C. oleofaciens dargestellt. Nach vier
Zyklen stellte sich bei 1500 bar bereits die maximale Proteinkonzentration ein, sodass
von einem Komplettaufschluss auszugehen ist. Mit den anderen beiden
Algenstammen wurden &hnliche Ergebnisse ermittelt (C. vulgaris: 1500 bar, neun

Zyklen, S. acuminatus: 1500 bar, vier Zyklen).
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Abb. 21: Ergebnis des Zellaufschlusses mittels Hochdruckhomogenisator (Avestin,

EmulsiFlex®-C3) fur die Mikroalge C. oleofaciens bei unterschiedlichem Druck.

Schwingmiihle

Bei der Schwingmuhle werden Mahlkorper (Kugeln) und Zellsuspension in einem
Hohlzylinder gegeben, der anschliel3end in Rotation versetzt wird. Die Mahlkorper
prallen auf die Zellen und sorgen so flr eine Zerstérung der Zellwand. An der FE2
steht eine Schwingmihle der Firma Retsch (MM 400) zur Verfugung, die mit
Stahlkugeln (@ = 3 mm) oder Silicakugeln (& = 0,5-0,75 mm) betrieben wird.

Fir die Untersuchung des Zellaufschlusses wurden 20 mL Algensuspensionen auf
eine Konzentration von 10 % (w/v) eingestellt und mit 145 g Stahlkugeln bzw. 12 g
Silicakugeln in 50 mL Zentrifugenréhrchen gegeben und anschlie3end fir 5 min bei
20 Hz aufgeschlossen. Um der Reibungswarme entgegenzuwirken, wurden die Zellen
10 min auf Eis gekuhlt und danach zwei weitere Zyklen durchgefihrt.

Die Proteinkonzentration im Uberstand der Proben lag unter der maximalen
Konzentration des Hochdruckhomogenisators (s. Abb. 22). Der Komplettaufschluss

war somit Uber die Schwingmuhle nicht erreichbar.
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Abb. 22: Ergebnis des Zellaufschlusses mittels Schwingmihle (Retsch, MM 400) fur die

Mikroalge C. oleofaciens mit unterschiedlichem Mahlgut.

Fur AP 5 wurde der Zellaufschluss jeweils mittels Hochdruckhomogenisator bei
1500 bar und der ermittelten erforderlichen Zyklenzahl fir alle Algenstamme

durchgefuhrt.

3.4.4 Zusammenfassung AP 4

In AP 4 wurde die Detoxifizierungsleistung der verschiedenen Mikroalgenstamme
anhand ausgewahlter Problemstoffe verglichen. Die besten Ergebnisse wurden mit der
Mikroalge S. acuminatus erzielt.

Aullerdem war im vorangegangenen AP ein Anstieg der CSB-Werte nach der
Algenkultivierung aufgefallen. Die Senkung der COg2-Zufuhr fuhrte nicht zu der
gewilnschten Zehrung der organischen Verbindungen. Festgestellt wurde jedoch,
dass der CSB-Wert auf eine erhdhte Partikeldichte (z. B. abgestorbene Algenzellen)
zuruckzufiihren ist. Da der Effekt im Technikumsmalstab und bei geringerer Zelldichte
nicht auftrat, ist das Problem bei weiterer Hochskalierung unwahrscheinlich.

Ein wichtiger Punkt fir die Verarbeitung der Algen stellt der Aufschluss der Zellen dar.
In Vorversuchen wurde die Aufschlusseffizienz mittels Hochdruckhomogenisator und
Schwingmuhle getestet. Der Aufschluss mit dem Hochdruckhomogenisator war

besonders effizient.
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3.5 Arbeitspaket 5: Untersuchung des Wachstums im Technikumsmal3stab

und Bewertung der Clearance-Kapazitat

In AP 5 wurden die Versuche in den Technikumsmalstab hochskaliert. An der FE2
stehen dazu zwei 6-Liter-Algenreaktoren der Firma Subitec zur Verfiigung. Im Fokus
der Versuche stand die Ubertragung des zweiphasigen Kultivierungsprozesses aus
AP 3. Das grol3ere Kulturvolumen ermdglichte erganzende Untersuchungsmethoden:
Es konnte ausreichend Biomasse fur die Lipidextraktion gewonnen werden sowie
genugend Probenmaterial fir die Einzelstoffanalytik endokrin wirksamer Substanzen
im nativen Abwasser. Das Upscaling ist wichtig, da es erste praxisrelevante
Einschatzungen fir eine Realisierung des Prozesses liefert.

Zur Planung der Versuche wurden die Ergebnisse aus dem Labormafistab (AP 1-4)
berticksichtigt und der Fokus weiter auf die beiden Algenstamme C. oleofaciens und
S. acuminatus gelegt, die sich in den vorangegangenen Arbeitspaketen als besonders
effizient erwiesen hatten.

In den folgenden Kapiteln werden zunachst die Reaktoren und die Algenkultivierung

beschrieben, anschlieRend folgen die Ergebnisse zur Clearance.

3.5.1 Algenwachstum im TechnikumsmafRstab

6L-Algenreaktoren

Bei den 6L-Algenreaktoren handelt es sich um Flachplatten-Photobioreaktoren der
Firma Subitec, die nach dem Prinzip eines Airlift-Reaktors arbeiten. Die
Durchmischung der Kulturen wird ausschlie3lich tGber die Begasungsmembran am
Boden des Reaktors gewahrleistet. Statische Mischer teilen den Reaktor in
ubereinanderliegende Kammern, die von den Algenkulturen kontinuierlich durchstromt
werden. Die Reaktoren sind mit einer Temperatur- und pH-Sonde ausgestattet,

Temperierung mittels Wasserbad und CO2-Begasungsrate sind regelbar (Abb. 23).
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Abb. 23: Algenreaktoren (6 Liter Arbeitsvolumen) der Firma Subitec nach Aufriistung mit LED-
Panels.

Optimierung der Reaktorbeleuchtung

Zur Beleuchtung der Algenkulturen war eine Aufriistung der Reaktoren erforderlich.
Die bis zu Projektbeginn verwendeten Hochdrucknatriumdampflampen waren
ungeeignet, da sie extern vor den Reaktoren platziert wurden und eine stetige
Warmeentwicklung verursachten. Auf Anfrage wurde seitens des Herstellers eine
Erweiterung mit LED-Panels vorgenommen (Abb. 23, rechts).

Die LEDs sind Uber Stufenregelung dimmbar und kénnen somit an die Anforderungen
verschiedener Mikroalgenstamme wund Zelldichten angepasst werden. Zur
Umrechnung der Stufenregelung in die gangige MessgroRRe fur photosynthetisch aktive
Strahlung (Photonenflussdichte), war die Anschaffung eines zusatzlichen
Lichtmessgerates zur Kalibration erforderlich. Das Geréat wurde auf Empfehlung der
Firma CellDeg uber die GOSSEN Foto- und Lichtmesstechnik GmbH erworben
(Spektrometer Modell: Mavospec Base).

Wie im Labormafistab auch erfolgten die ersten Versuche bei niedrigen
Lichtintensitaten. AnschlieRend wurde in Anlehnung an ein Forschungsprojekt des

Fraunhofer Instituts eine optimierte Belichtungsstrategie erarbeitet (Schmid-Staiger et
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al., 2016). Dabei wird die Lichtintensitat unter Berilicksichtigung der Zelldichte, des
Reaktorvolumens und der angestrahlten Reaktorflache berechnet:

[ = AxI
rel_BM*VR

L., :relative Lichtverfigbarkeit, A: angestrahlte Reaktoroberfliche,

I: Photonenflussdichte, BM: Biomasse,Vy = Reaktorvolumen

Versuchsdurchfiihrung

Fir die Kultivierung von Mikroalgen wurden die Reaktoren vollstandig
zusammengesetzt, gereinigt und sterilisiert. Die Zugabe des Algen-Inokulums, der
Nahrstofflosungen und dem Papierfabriksabwasser (aus Vorsichtsgriinden zunachst
anteilig mit 50 %) erfolgte mittels Schlauchpumpen.

Die Algen wurden bei 25 + 3 °C und 2 % CO2-Begasung kultiviert (Phase 1). Die
Lichtintensitdt wurde in zwei Stufen erhoht bzw. nach Erarbeitung der
Belichtungsstrategie (Formel s. 0.) eingestellt.

Nach sieben Tagen wurde die Algenbiomasse mittels Zentrifugation geerntet,
gewaschen und in einer zweiten Phase bei Nahrstoffmangel weiterkultiviert. Der
Kulturiberstand wurde an der FE 1 mittels Spurenstoffanalytik auf endokrin wirksame
Substanzen untersucht. Nach der Ernte wurde die Biomasse gefriergetrocknet und
analysiert (s. Tab. 16). Zur Bestimmung des Lipidgehaltes wurde eine Soxhlet-
Extraktion durchgefuhrt (ausfiuihrliche Methodenbeschreibung s. AP 6). Die
Bestimmung des Stérkegehaltes erfolgte mit Anthron. Dazu wurden 0,2 g Anthron in

100 mL eiskalter Schwefelsaure (0,2 % w/v) gelost und die Lésung anschliel3end im
Verhdltnis 1:4 zu den Proben gegeben. Nach 15-minutiger Inkubation bei 95 °C im
Thermoblock und 30-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion
der Losung bei 625 nm gemessen. Zur Kalibration wurde Starke im Messbereich von
25-500 mg/L verwendet (Richards et al., 2020).

Der Proteingehalt wurde Uber die Bradford-Methode ermittelt. Zur Herstellung des
Bradford-Reagenzes wurden 100 mg Coomassie Briliant Blue G-250 in 50 mL Ethanol
gel6dst und mit 100 mL Phosphorséure vermischt. Die Losung wurde mit VE-Wasser
auf ein Volumen von 1000 mL aufgefillt und durch einen Faltenfilter gegeben. Zur

Messung wurden 10 puL Probe mit 200 pL Bradford-Reagenz in eine Mikrotiterplatte
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gegeben und 5 min im Dunkeln bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschlie3end
wurde die Extinktion bei 525 nm gemessen. Zur Kalibration diente BSA im
Messbereich von 20-200 pg/mL (Bradford, 1976).

Tab. 15: Ubersicht zu den Versuchsbedingungen im Technikumsmafstab.

C. oleofaciens

S. acuminatus

Abwasseranteil [%]

50

50

Lichtintensitat [umol/m?s]

OD750nm < 2: 109
OD750nm > 2: 215

109-762
nach Berechnung s.o.

COz-Zufuhr [%] 2 2
Nahrstoff-Zugabe BG11 BG11
Nahrstoff-Limitierung Phase 2 Nitrat Nitrat/Phosphat

Tab. 16: Ubersicht zur Biomasse-Analytik.

Parameter Messmethode
Lipidgehalt Soxhlet-Extraktion, Gravimetrie
Starkegehalt Anthron-Methode
Proteingehalt Bradford-Methode

Ergebnisse (50 % Abwasseranteil)

Es gelang eine stabile Kultivierung der Mikroalgen C. oleofaciens und S. acuminatus
in den 6L-Reaktoren Uber zwei Wochen. Mit beiden Mikroalgen konnten dichte
Kulturen ohne Zellaggregate erzeugt werden (s. Abb. 24).
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Chloroccoum Scenedesmus
oleofaciens acuminatus

Abb. 24: Algenkulturen im 6L-Reaktor.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 25 zusammengestellt.
Erwartungsgemal? wurden mit der Mikroalge S. acuminatus hohere Biomasse-
Ausbeuten erzielt als mit der Mikroalge C. oleofaciens. Die Produktivitat war bei beiden
Algen jedoch geringer als im Labormal3stab. Auffallig war die unterschiedliche
Zusammensetzung der Biomasse. Bei S. acuminatus lag der Lipidgehalt nur bei
27,8 %, wahrend mit C. oleofaciens fast das Doppelte erzielt wurde. Daftir war der
Anteil an Starke Uberraschend hoch. Offenbar bildet die Mikroalge S. acuminatus
bevorzugt Starke, wahrend C. oleofaciens zur Lipidbildung tendiert. Unter
Bertcksichtigung der Biomassebildung lag die absolute Lipidausbeute von
S. acuminatus mit 1,9 g/L dennoch leicht oberhalb von C. oleofaciens (1,5 g/L). Die
Bestimmung des Proteingehaltes mit der Bradford-Methode lieferte auffallig niedrige
Werte von max. 7 %. Die Methode wurde im spéateren Verlauf des Projekts modifiziert,
konnte aber auf die vorliegenden Proben nicht mehr angewendet werden. Es ist davon
auszugehen, dass die restlichen Bestandteile hauptsachlich aus Protein bestanden.
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Chlorococcum oleofaciens Scenedesmus acuminatus

Kohlenh
46,6%
*C16-C20 Fettsaureester (gesattigt/ungesattigt)
Biomasse: 3,04 g/L Biomasse: 6,71 g/L

Abb. 25: Biomasse-Ausbeute und Zusammensetzung der Biomasse nach zweistufiger
Kultivierung im Technikumsmalfstab in Abwasserproben der PF A.

In Bezug auf die Biodieselproduktion kdnnten auf Grundlage dieser Versuche die
besten Ausbeuten mit der Mikroalge S. acuminatus erzielt werden. Die weitere
Steigerung des Lipidgehalt konnte noch mit einer Reihe von alternativen
Stressfaktoren getestet werden. In der Literatur liegt der Wert von knapp 30 % im
Mittelfeld. 2018 wurden bei Nitratmangel mit S. acuminatus 54 % erzielt (Zhang et al.,
2018), in einer Publikation von 2020 wurden ebenfalls bei Nitratmangel nur 17 %

gewonnen (Rugnini et al., 2020).

Im Berichtszeitraum wurden erste Optimierungsversuche mit diesem Algenstamm

durchgefuhrt:

e Erfolgreiche Kultivierung bei 100 % Abwasser statt 50 % (6,88 g/L Biomasse-
Ausbeute)

e Erfolgreiche Kultivierung ohne aufwandige Vorfiltration des Abwassers

e Erhohung der anfanglichen Phosphatzugabe aufgrund raschem Verbrauch
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e Untersuchung alternativer Stressfaktoren zur Steigerung der Lipidbildung
(Beleuchtung mit speziellen Licht-Wellenlangen s. 3.6.3, aul3erdem Sulfatmangel
und hdhere Lichtintensitaten)

e Erweiterung der Prozessfihrung von Batchbetrieb in (semi-)kontinuierlichen
Betrieb

Die oben genannten Untersuchungen waren Vorversuche zu dem Antrag auf ein

Folgeprojekt und sind in die Erstellung des Arbeitsprogrammes in diesem Antrag

eingeflossen.

3.5.2 Bewertung der Clearance-Kapazitat

Die Einzelstoffanalytik auf endokrine Substanzen und andere organische Spurenstoffe
erfolgte mittels GC/MS nach Anreicherung der Analyten Uber Stir Bar Sorptive
Extraction (SBSE) mittels Gerstel-Twister. Die Analysen wurden im gereinigten
Abwasser der Papierfabrik A als Ausgangsmedium fir die Algenkultivierung
vorgenommen sowie in ausgewahlten Versuchen nach der Algenkultivierung, um die
Reduzierung der Einzelstoffe (Clearance-Kapazitat) bewerten zu konnen. Im

einzelnen wurden die in Tab. 17 genannten Stoffe analysiert.

Tab. 17: Ubersicht Analyten Einzelstoffbestimmung mit Bestimmungsgrenzen

Stoffklasse Einzelstoffe Bestimmungs-
grenzen

Polyzyklische Naphthalin*, Acenaphthylen*, Acenaphthen*, *0,05 ug/L

aromatische Fluoren*, Phenanthren*, Anthracen**, **0,01 pg/L

Kohlenwasserstoffe Fluoranthen**, Pyren**, Benzo(a)anthracen**,
Chrysen**, Benzo(b)fluoranthen**,
Benzo(k)fluoranthen**, Benzo(a)pyren**,
Indeno(1,2,3-cd)pyren**, Dibenzo(a,h)-
anthracen**, Benzo(ghi)perylen**

Phthalate Dimethylphthalat (DMP)*, Diethylphthalat *0,5 ug/L
(DEP)*, Dipropylphthalat (DPrP)*, Diiso- **25 ug/L
propylphthalat (DiPrP)*, Dibutylphthalat
(DBP)*, Diisobutylphthalat (DiBP)*,
Dipentylphthalat (DPP)*, Diisopentyl-phthalat
(DiPP)*, Dihexylphthalat (DHxP)*,
Dicyclohexylphthalat (DCHP)*, Di-n-
heptylphthalat (DnHP)*, Di-n-octylphthalat
(DnOP)*, Diethylhexylphthalat (DEHP)*, Di-n-
nonylphthalat (DnNP)*, Diisononylphthalat
(DINP)**, Diisodecylphthalat (DiDP)**,
Butylbenzylphthalat (BBzP)*
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Bisphenole Bisphenol A 0,5; 1 oder
2 pg/L (matrix-
abhangig)

Das gereinigte Abwasser der Papierfabrik A wurde im Projektverlauf 5mal auf die o. g.
Einzelstoffe untersucht. Die 16 Vertreter der polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffe wurden in keinem Fall in quantifizierbaren Konzentrationen
gemessen. Von den Phthalaten wurden die in Tab. 18 genannten Verbindungen
detektiert, wobei nicht in allen Proben die genannten Phthalate in bestimmbaren

Konzentrationen bestimmt werden konnten.

Tab. 18: Ubersicht Analyten (Messwerte) - Einzelstoffbestimmung mit Bestimmungsgrenzen

Verbindung Anzahl Messwerte Gemessener
oberhalb Konzentrationsbereich
Bestimmungsgrenze (ug/L)
(maximal 5)
Diethylphthalat DEP 3 0,8-2,0
Dibutylphtalat DBP 3 2,1-5.2
Diisobutylphtalat DiBP 3 1,3-35
Diethylhexylphthalat DEHP 2 0,5-2,0
Butylbenzyphthalat BBzP 3 08-1,2

Bisphenol A wurde in allen untersuchten Abwasserproben in der Nachklarung der PF
A in Konzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze gemessen, allerdings mit
Werten von 1,0 bis 3,2 pg/L auf geringem Niveau. Zum Vergleich: Der Grenzwert fur
Bisphenol A im Trinkwasser betrdgt nach TrinkwasserVO (2024) 2,5 pg/L. Fur
Phthalate gibt es aktuell keine Grenzwerte fur Trinkwasser, allerdings fur
Oberflachengewésser. So betragt z. B. der Grenzwert fur DEHP nach Oberflachen-
gewasser-VO als Jahresdurchschnittswert-Umweltqualitatsnorm (JD-UQN) 1,3 ug/L.
Insofern liegen auch die geringen Konzentrationen, die im Abwasser gemessen

worden sind, in umweltrelevanten Grof3enordnungen.

Fir die Bewertung der Clearance-Kapazitat wurden Proben nach der Algenkultivierung
(7 Tage) des Abwassers der PF A mit Scenedesmus acuminatus (zwei verschiedene

Kultivierungen) und Chlorococcum oleofaciens (eine Kultvierung) verwendet. Dabei
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wurde das Abwasser fur die Kultivierung auf 50 % verdinnt. Weder fur Bisphenol A
noch fir die 5 in Tab. 18 genannten Phthalate wurden Messwerte oberhalb der
Bestimmungsgrenze (0,5 bzw. 1,0 pg/L) ermittelt. Somit wurden alle untersuchten
Einzelstoffe durch die Algenkultivierung auf Konzentrationen unterhalb der
Bestimmungsgrenze reduziert. Auf die Angabe einer Reduktionsrate wird in diesem
Fall verzichtet, da die Werte bereits in der nativen Abwasserprobe nah an der
Bestimmungsgrenze des Messverfahrens lagen.

Wie aus den Messwerten fur die Adsorbierbaren organischen Halogenverbindungen
(AOX) in Tab. 9 ersichtlich, geht mit der Algenkultivierung auch eine Veranderung des
AOX-Gehaltes einher. Aufgrund der wenigen Messwerte kann hier aber keine
belastbare Aussage zur Clearance getroffen werden.

3.5.3 Zusammenfassung AP 5

In AP 5 wurden die Ergebnisse aus dem Labormalf3stab in die erste Stufe des
Technikumsmalfistab tbertragen. Die Hochskalierung war erfolgreich, jedoch konnten
die Biomasseausbeuten des Labormalf3stabs noch nicht erreicht werden. Die besten
Ergebnisse wurden mit dem Mikroalgenstamm S. acuminatus erzielt. Mit einem
Kulturvolumen von 6 L kdnnten bis zu 6 g Algendl/Woche bei gleichzeitiger Reinigung
von Papierfabriksabwasser gewonnen werden. Im Berichtszeitraum wurden erste
Optimierungsversuche mit diesem Algenstamm durchgefihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass mit der Algenkultivierung eine Reduzierung von
endokrin wirksamen Stoffen einhergeht. Dies betrifft sowohl die im Abwasser
gemessenen Einzelstoffe (Bisphenol A und Phthalate) als auch die summarische
WirkungsgrofRe im RYEA-Test, die auch das Vorhandensein weiterer, nicht einzeln
messbarer dstrogen wirksamer Stoffe (z.B. Lignane und andere Verbindungen aus

Holzstoffen) widerspiegelt.

3.6 Arbeitspaket 6: Produktion von Lipiden aus Mikroalgen

Grundlage fur die in diesem Arbeitspaket beschriebenen Untersuchungen sind die
Arbeiten im Technikumsmal3stab, die in AP 5 beschrieben wurden. Im AP 6 liegt der
Schwerpunkt auf der Auswertung der Untersuchungen zur Lipidbildung, der Extraktion

der Lipide aus der Biomasse (Kap. 3.6.1) sowie der Analyse der Zusammensetzung
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der von den verschiedenen Mikroalgenspezies produzierten Fettsaureestern (Kap.
3.6.2).

Anschlieend wurden Optimierungsversuche zur Steigerung des Lipidgehaltes
durchgefuhrt (Kap. 3.6.3).

3.6.1 Extraktion der Lipide aus der Biomasse

Die Extraktion der Biomasse nach Algenkultivierung, Zellaufschluss (siehe Kap. 3.4.3)
und Gefriertrocknung erfolgte zunachst mittels Flussig-Flussig-Extraktion. Die
Ergebnisse der ersten Soxhlet-Extraktion waren im Vergleich zu Werten aus der
Literatur (19-29 %) zunachst sehr niedrig (Lam, Lee, 2012, Panahi et al., 2019, Zheng
et al., 2011). Mit dem Losungsmittel n-Heptan und der Biomasse einer C. vulgaris
Kultur, unter Standardbedingungen kultiviert, lagen die Werte flr den Lipidgehalt
zwischen 3,0 und 3,2 %. Durch die Einfihrung des zuvor diskutierten Zellaufschlusses
konnte die Ausbeute der Extraktionen deutlich erhoht werden. Bei einer Probe von
ebenfalls unter Standardbedingungen kultivierten C. oleofaciens, ergaben sich Werte,
die sich um einen Faktor von 42,9 unterschieden. Die unaufgeschlossene Probe
erzielte einen Massenanteil der eingesetzten Trockenmasse von 0,52 %, wahrend die
aufgeschlossene Probe derselben Algenkultur einen Wert von 22,3 % ergab. Die
Extraktion mit zusatzlichem Aufschluss der Zellen zeigte sich somit in Bezug auf den

gravimetrischen Wert der Extrakte als deutlich effizienter.

Um die Extraktion weiter zu optimieren, wurden der Einsatz verschiedener
Extraktionsmittel in Betracht gezogen. Zunéchst wurde dem bisher verwendeten n-
Heptan ein Volumenanteil von 10 % Methanol zugesetzt. Durch das polare
Losungsmittel sollte die Extraktion von Lipidkomplexen, die innerhalb der Zelle
membranassoziiert vorliegen, verbessert werden (Halim et al.,, 2012). Da zur
Lipidextraktion aus Lebensmitteln meist n-Hexan als Extraktionsmittel genutzt wird,
wurde auch dieses Lésungsmittel mit und ohne Zusatz von Methanol untersucht. Die
Ergebnisse zeigten eine Steigerung bei n-Heptan mit Methanol Zusatz von 6,05 %. Mit
n-Hexan wurde der Wert sogar um 10,15 % verbessert.

Durch den hoher liegenden Absolutwert bei dem Einsatz des n-Hexan-Methanol-
Gemisches wurden weitere Kombinationen des unpolaren n-Hexans mit starker

polaren Losemitteln getestet. AuRerdem liegt mit n-Hexan gegeniber n-Heptan ein
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Ldsungsmittel vor, welches Neutrallipide selektiver extrahiert (Guckert et al., 1988,
Halim et al., 2011, Robles Medina et al., 1998). Es wurden, wie in der Literatur bereits
zu finden, die LoOsungsmittel Dichlormethan, Essigsaureethylester, Aceton und
Isopropanol mit ebenfalls 10 % (v/v) verwendet (BLIGH, DYER, 1959, Cheng et al.,
2011, Gouveia, Oliveira, 2009, Halim et al., 2012, Rayati et al., 2020, Ren et al., 2017).
Zusatzlich sollte eine erhdhte Methanol-Konzentration von 20 % und 33,3 % (v/v)
getestet werden. Die Ergebnisse der Extraktionsversuche sind in Abb. 26

zusammenfassend dargestellt.

Ergebnisse Losungsmittelvariation C. oleofaciens
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Abb. 26: Massenanteil an extrahierten Algendlen nach Soxhlet-Extraktion mit unterschied-
lichen Losemitteln (Balken links: Extraktion mit n-Heptan ohne Zellaufschluss, alle anderen mit
Zellaufschluss) (Laubenstein, 2022).

Die hochste Extraktionsausbeute wurde mit ca. 35 % mit den verschiedenen n-
Hexan/Methanol-Gemischen und reinem Methanol erreicht.

Fur weitere Extraktionen wurde die Lésungsmittelkombination aus 80 % n-Hexan und
20 % (v/v) Methanol genutzt. Diese Kombination stellte mit einem Lipidgehalt von tber
35 % eines der besten Ergebnisse dar, besal jedoch einen héheren Anteil an n-Hexan
als die anderen Gemische mit vergleichbaren Werten.

Nun wurden mittels Soxhlet-Extraktion weitere Proben der stickstofflimitierten Kultur
der Alge C. oleofaciens extrahiert. Dabei konnten mehrfach Ausbeuten von bis zu
50 % ermittelt werden. Die Induktion der erhodhten Lipidakkumulation in den Zellen
mittels Stickstoffmangel wurde somit erfolgreich eingesetzt.
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Die S. acuminatus Kultur zeigte nach Aufschluss und Extraktion einen Massenanteil
von 25,4 %. In der Literatur sind etwas niedrigere Werte von 16,9 % und 17,0 %
bekannt (Musharraf et al., 2012, Rugnini et al., 2020), gemessen wurden aber auch
schon 61 % (Zhang et al.,, 2022). Zuletzt wurde die C. vulgaris Probe im nun
aufgeschlossenen Zustand extrahiert. Der Wert konnte hier von zuvor 3,1 % (ohne
Aufschluss) auf 51 % gesteigert werden (Laubenstein, 2022).

C. olea C. aleo C. aleo 5c.ac. mit Nitrat  5¢. ac. -Mitrat Sc. ac. -Mitrat  C. vulgaris FPA
Stresshkultur 1 Seresskultur 2 Stresshkultur 3 und -Autschluss 2.1 B:G11
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Abb. 27: Massenanteil an extrahierten Algendlen aus verschiedenen Algen-Kultivierungen und
Soxhlet-Extraktion mit Hexan-Methanol-Gemisch (80/20 v/v) (Laubenstein, 2022).

Die zunachst geplante Superfluid-Extraktion zur Abtrennung der Mikroalgen konnte im
Projektzeitraum nicht wie geplant durchgefihrt werden. Dies hatte im Wesentlichen
folgende Grinde:
- Probleme mit dem Druckaufbau und der Stabilitét des Druckes in der an der FE
1 vorhandenen Hochdruckextraktionsanlage, die sich auch nach Austausch von
Komponenten und Kontakt zum Anlagenbauer nicht vollstandig beheben
lieRen.
- Die Menge an trockener Algenbiomasse, die fiur die Extraktion in der
Versuchsanlage (Volumen Extraktor: 500 mL) erforderlich ist und durch

zahlreiche Ansétze in den 6 L-Bioreaktoren im Technikum der FE 2 unter
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vergleichbaren Bedingungen mit vergleichbarer Abwasserzusammensetzung

hergestellt werden muss.

In dem beantragten Folgeprojekt (Kurztitel: OMiPaP, AiF-Antragsnr. 09742/23, IGF-
Antrags-Nr. 2024-00740) sollen diese Untersuchungen wieder aufgenommen werden.

3.6.2 Chemische Analyse der gebildeten Fettsdureester

Die Untersuchung der Zusammensetzung der Algendle auf Fettsduremethylester
(FAME) erfolgte in Anlehnung an die DIN EN 14103:2020-4 mit Hilfe eines
Gaschromatographen in Kombination mit einem massenselektiven Detektor. Dazu
wurden die aus den Extrakten der Mikroalgen gewonnenen Lipide mit Hilfe von
Methanol und Bortrifluorid zu FAME umgeestert und mit Isooctan aufgenommen. Die
im organischen Losungsmittel Isooctan l6slichen Substanzen werden mit dieser
Methode identifiziert und quantifiziert.

Zum Einsatz kommt ein Gaschromatograph GC 6890 N (Agilent Technologies) mit
massenselektivem Detektor 5975B VL MSD (Agilent Technologies), einem Multi-
Sampler MPS2-Twister (Gerstel) mit 10 uL Glasspritze, einem Injektor (CIS3, Gerstel)
und einer unpolaren Saule (19091S-436 HP-5MS, Agilent Technologies). Das
eingestellte Injektionsvolumen in das verwendete Tragergas (Helium) betrug 1,2 pL.
Das verwendete Temperaturprogramm der Messungen startet die Trennung bei einer
Ofentemperatur von 60 °C. Diese Initialtemperatur wurde 2 min gehalten. Mit einer
Rate von 8 °C/min wurde dann der S&ulenofen auf 210 °C erhitzt und verblieb bei
dieser Temperatur fir 4 min. Nun wurde die Temperatur erneut erhéht und zwar mit
einer Rate von 5 °C/min und mit einem angesteuerten Endwert von 310 °C. Dieser
Wert wurde fur zehn Minuten konstant gehalten und die Messung dann beendet.

Fur die Identifizierung der Substanzen wurde ein FAME-Mix-Standard der Fa. Supelco
(CRM47885) mit 37 verschiedenen Komponenten in drei verschiedenen
Konzentrationen (200, 400 und 600 pg/ml) eingesetzt. Als interner Standard kam
Nonadecansaure-methylester zum Einsatz.

Ein Beispiel-Chromatogramm fiur die Analyse des FAME-Standards unter den oben

genannten chromatographischen Bedingungen ist in Abb. 28 dargestellt.
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Abb. 28: Chromatogramm FAME-Mix Standard (aufgenommen als Total Ilonen

Chromatogramm TIC) (Laubenstein, 2022).

Die qualitative Zuordnung der Peaks der unbekannten Proben (Algendle aus
Mikroalgenkultivierung und nachfolgender Extraktion) erfolgte durch einen Abgleich
der Massenspektren der Peaks im TIC mit den eigenen Standards und einer
Datenbank (NIST). Uber den Vergleich der Retentionszeiten und der Massenspektren
wurden die Peaks der Proben identifiziert. In wenigen Fallen wurden FAME-
Einzelstoffe als Standards beschafft, um schwer trennbare Verbindungen im
Chromatogramm nebeneinander zuordnen zu konnen. Durch nachfolgende
Integrationen der Peaks konnte Uber das Flachenverhaltnis der einzelnen
Substanzpeaks im Vergleich zu der Gesamtflache der FAMEs im Chromatogramm
eine Quantifizierung der Substanzen erfolgen (néherungsweise gtiltig).

Die Extrakte der Mikroalgen wurden nach Umesterung im Verhaltnis 1:10 mit Isooctan
verdinnt, um die Saule nicht zu Uberfrachten und die optimale Trennung der
Verbindungen zu gewahrleisten. In Abb. 29 und Abb. 30 sind beispielhaft
Chromatogramme der FAME aus der Mikroalgenextraktion dargestellt.
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Chromatogramm FAME aus C. vulgaris 1:10 verdiinnt
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Abb. 29: Chromatogramm FAME aus C. vulgaris (Laubenstein, 2022).

Chromatogramme FAME aus C. oleofaciens
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Abb. 30: Chromatogramm FAME aus C. oleofaciens (Laubenstein, 2022).

Die Chromatogramme zeigen fur alle untersuchten Algenstamme zahlreiche FAME-
Peaks, die untereinander nahezu deckungsgleich sind. Offensichtlich ist das Profil an

Fettsduren, das von den Mikroalgen produziert wird, vergleichbar.
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Tab. 19: Zusammensetzung FAME-Profil am Beispiel des Extraktes von C. vulgaris
(Laubenstein, 2022).

56/22 n C vulgaris h-Heptes l I [
Lid. FAME-bez. Peak-Flache Verd.- Peak-Fliche x Verd.-F Summe FAME-Peakfiichen | %-Antell von FAME,
INT. a b Faktor a b a | b a b MW
Tetradecansiure-
1 methylester 7301134 9506526 1 7301134 9506526 3314664685 37919250094 0,2 03 0,2
Pentadecansiiure-
12 methylester 4819883 6289982 1 4815882 6289982 3314664685 | 3791925009 01 0,2 0,2
trans-7,10-Hexadeca-
13 diensauremethylester 228773624 286648911 1 228773624 286648911 3314664685 | 3791525009 69 76 7.2
cis-9-Hexadecen-
ure | 320948364 | 402215144 | 1 | 320948384 | 402215144 | 3314664685 | 3791925008 | 100 | 108 | 10,3
xadecansiure-
lester 691864545 | 807855328 | 1 | 691864545 | 807855328 | 3314664685 | 3791928008 | 209 | 213 | 21,1
Heptadecansaure-
methylester 4302473 5532848 1 4302473 5532848 3314664685 | 3791925009 01 0.1 0.1
cis-8-Octadecen-
14 ure-methylester | 1973455891 | 2184205206 1 1973456891 | 2184208206 | 3314664689 | 3791525009 | 598 576 | 58,6
Octadecansaure-
8 jmethylester 66805241 81613026 1 66805241 81613026 | 3314664685 | 3791925009 2,0 22 21
L kcis-11-Eicosensaure-
methylester 4568212 4084735 1 4568212 4084735 3314664685 | 3791925009 01 01 01
iDocosansaure-
10_jmethylester 819778 959079 1 819778 959079 3314664685 | 3791925009 | 0,0 0,0 00 _
Tricosansaure-
11 _jmethylester 580094 1027015 1 580094 1027015 3314664685 | 3791925009 0,0 0,0 0,0
Tetracosansiiure-
12 jmethylester 1425446 1987209 1 1425446 1987209 3314664685 | 3791925009 0,0 0,1 0,0

Durch Auswertung der Peakflachen konnten in dieser Probe ca. 59 % cis-9-
Octadecensauremethylester (einfach ungesattigter C18-FAME), ca. 21 % Hexadecan-
sauremethylester (gesattigter C16-FAME) und ca. 10 % cis-9-Hexadecensaure-

methylester (einfach ungesattigter C16-FAME) bestimmt werden.

Qualitatsanforderungen an Biodiesel sind in EN 14214 beschrieben. Hochwertiger
Biodiesel muss Grenzwerte fur den Linolensauremethylestergehalt (C18:3, cis-
9,12,15-Octadecatriensaure) zwischen 1 und 15 % einhalten, ein Wert der Cetanzahl
von Uber 51, sowie definierte Eigenschaften in Hinsicht auf die oxidative Stabilitat, die
Viskositdat und  Schmierfahigkeit, die  Kaltflusseigenschaften und die
Verbrennungswérme (Knothe, 2005, Wu et al., 2012). Die FAME-Proben aus den
Extrakten der Mikroalgen sollten diese Anforderungen mdoglichst erfullen. Als guter
Wert flr die Verbrennungswéarme gilt ein hoher Anteil an Hexadecansauremethylester
(C16:0). Dieser Wert lag bei der Probe der S. acuminatus am hochsten. Ebenfalls
wichtig ist ein hoher Gehalt an Olsaure-methylester (C18:1, cis-9-Octadecensaure-
methylester), da dieser Methylester die optimale oxidative Stabilitat zur Nutzung als
Biodiesel aufweist (Wu et al., 2012). Dieser Wert lag bei allen drei Proben sehr hoch,
aber innerhalb der Summenpeaks und somit konnte der Einzelwert nicht ermittelt
werden. Die Algen besitzen durch hohe C16:0 Anteile und den hohen Gesamtanteil an

C18:1 und C18:3 auf den ersten Blick gute Fettsdaurezusammensetzungen zur
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Biodieselherstellung. Zusatzlich wirde ein ausgeglichenes Verhéltnis an ungesattigten
und gesattigten Fettsdureketten, welches die oxidative Stabilitat erhoht, die Eignung
weiter positiv beeinflussen (Wu et al., 2012). Durch Aufbereitung Uber katalytische
Hydrierung oder Blenden mit anderem Dieselkraftstoffen konnte dieser Gehalt
verbessert werden (Knothe, 2005, Schenk et al., 2008). Auch kann durch die Variation
von Prozessparametern wahrend der Kultivierung Einfluss auf die Lipidakkumulation
und deren Fettsdureprofile genommen werden (Dillschneider, 2014, Larson, Rees,
1996, Mata et al., 2010).

3.6.3 Anpassung der Stressbedingungen fur die Lipidproduktion

Vorgesehen war, in AP 6 weitere Untersuchungen zur Optimierung der Lipidproduktion
durchzufiihren. Als weitere Stressfaktoren neben Nahrstoffmangel kommt die
Variation der Beleuchtung hierzu in Frage. Bekannt ist, dass Mikroalgen
unterschiedlich auf bestimmte Licht-Wellenlangen reagieren. Beispielsweise konnte
mit Licht im UV-A Bereich die Lipidbildung gesteigert werden (Srinivas, Ochs, 2012).
Gleichzeitig werden langkettige ungesattigte Fettsauren durch UV-Licht reduziert,
sodass der Anteil an gesattigten Fettsduren steigt. Letztere sind fur die
Biodieselproduktion giinstig (Forjan et al., 2011).

Als weitere vorteilhafte Wellenlange wird Infrarotlicht beschrieben (Amaro et al., 2020).
Zur Untersuchung dieser Faktoren wurde je eine LED-Lampe mit UV-Licht (365 nm)
bzw. Infrarotlicht-Anteil (730 nm) beschafft und in einem Versuch zur Steigerung der

Lipidbildung eingesetzt.

Tab. 20: Unterschiedliche Lichtfarben der verwendeten Lampen im Versuch zur Steigerung

der Mikroalgen-Lipidbildung.

Lichtfarbe 1

Lichtfarbe 2

Lichtfarbe 3

Lampe 1, Wachstum 6500 K 2100 K 660 nm
Lampe 2, UV 6500 K 365 nm 6500 K
Lampe 3, Infrarot 2100 K 730 nm 2100 K

Versuchsdurchfiihrung

Fur die Kultivierung wurden Blasensaulenreaktoren verwendet, die an der FE 2 zur

Verfugung stehen. Definierte Lichtbedingungen wurden durch den Einbau dieser
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Reaktoren in verschlieBbare Reaktorgehduse gewahrleistet. In Kultivierungsphase 1
wurden alle Versuchsansétze mit blau-rotem Licht beleuchtet. Unter diesen
Bedingungen wachsen die Algenkulturen optimal. In Kultivierungsphase 2 wurde je ein
Ansatz mit Infrarotlicht bzw. mit UV-Licht behandelt. Die Kontrolle wurde mit blau-
rotem Licht weitergefuhrt. Nach Abschluss der Kultivierung wurde die Biomasse

geerntet und der Lipidgehalt sowie das Fettsauremuster bestimmit.

Ergebnisse:
Der Versuch erwies sich als wenig erfolgreich. Die Beleuchtung mit unterschiedlichen

Wellenlangen fuhrte nicht zu einer nennenswerten Erh6hung des Lipidgehaltes
(s. Abb. 31). Der Anteil betrug zwischen 25 und 27 % der Trockenmasse. Im
Fettsaureprofil wurden ebenfalls keine deutlichen Unterschiede festgestellt (s. Abb. 32)
und die Beleuchtung mit unterschiedlichen Licht-Wellenlangen als nicht geeignet

bewertet.
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Abb. 31: Lipidgehalt der Mikroalge S. acuminatus bei unterschiedlichen Licht-Wellenlangen
(Malsi, 2022).
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m 7,10-Hexadecadiensauremethylester m7-Cl6:1 + 7,10,13-C16:3 + 9-C16:1

= Hexadecansauremethylester m 9,12-Octadecadiensaurester
m9-C18:1+9,12,15-C18:3 = Octadecansauremethylester
m Octacosansauremethylester m Weitere

Abb. 32: Fettsaureprofil der Mikroalge S. acuminatus bei unterschiedlichen Licht-Wellenlangen
(Malsi, 2022).

3.6.4 Zusammenfassung AP 6

Die Extraktion der Lipide aus der Biomasse der Mikroalgen konnte mit Hilfe der
Flassigextraktion (Soxhlet) und einer Mischung aus 80 % Hexan und 20 % Methanol
(v/v) erfolgreich durchgefiihrt werden. Nach Zellaufschluss und Extraktion konnten
wiederholt Ausbeuten von bis zu 50 % an Algendlen gemessen werden. Die Analytik
zur Zusammensetzung der Fettsauremethylester (FAME) in den gewonnenen
Algendlen mittels GC/MS konnte erfolgreich etabliert werden, allerdings ist die
Trennung der zahlreichen Einzelsubstanzen noch nicht in jedem Fall mdglich, so dass
in Ausnahmefallen Summengehalte von zwei FAME-Einzelverbindungen angegeben
werden missen. Das Fettsaureprofil ist beztglich einer spateren Nutzung fur Biodiesel
aufgrund der enthaltenen gesattigten und ungesattigten C16 und C18-Verbindungen
gut geeignet.

Der Versuch, die Lipidbildung tber Beleuchtung mit unterschiedlichen Wellenlangen
zu steigern, erwies sich nicht als erfolgreich.
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3.7 Arbeitspaket 7: Up-Scaling, Vergleich der Testergebnisse im Labor- und

Technikumsmalstab und Kostenschéatzung

In AP 7 sollten die Versuche in die nachstgroRere Prozessstufe hochskaliert werden
und darauf basierend das Algensystem in Hinblick auf die zukinftige Ausfihrung in
einer Papierfabrik bilanziert werden.

Die Arbeitsziele wurden nur teilweise erreicht. Das geplante Up-Scaling der
Algenkulturen in 28-Liter-Reaktoren konnte aus technischen Griinden nicht
durchgefuhrt werden. Zur Bilanzierung wurden die Ergebnisse der Versuche mit den
6-Liter-Reaktoren als ausreichend eingestuft.

Ein weiterer wichtiger Punkt im Rahmen des Up-Scaling ist das downstream
processing. Zur Optimierung der Ernte von grof3eren Mengen an Algenbiomasse bietet

sich ein Tellerseparator an. Der Tellerseparator wurde zu Beginn dieses APs erprobt.

3.7.1 Algenernte mittels Tellerseparator

Tellerseparatoren scheiden Feststoffe und FlUssigkeiten unter Ausnutzung der
Zentrifugalkraft voneinander ab. Im Gegensatz zu gewdhnlichen Zentrifugen ist in der
Trommel ein zuséatzliches Tellerpaket vorhanden. Die groRRere Klarflache steigert
Effizienz  und Produktivitat. Kontinuierliche  Prozessfihrung ist mdglich,
Tellerseparatoren eignen sich daher fur die Algenernte in grél3erem Mal3stab (GEA,
2023).
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An der FE2 steht ein Tellerseparator der Firma GEA (STC 3-06-107) zur Verfluigung,
mit dem das Verfahren getestet werden konnte (Abb. 33). Eine Algensuspension
(Biomassekonzentration 6 g/L) aus einem der 6L-Reaktoren wurde in die Separator-
Trommel gegeben und mit 10000 U/min betrieben. Das Trennprodukt war ungefahr

um den Faktor 6 aufkonzentriert und befand sich in einem noch flie3fahigen Zustand.

Abb. 33: Tellerseparator (STC 3-06-107) der Firma GEA an der FE2 zur Algenernte im
grolReren Mal3stab.

Mit den durchschnittlich erreichten Biomassekonzentrationen von ca. 6 g/L kdnnte so
der Feststoffgehalt von 0,6 % auf 3,6 % gesteigert werden. In der Literatur werden bis
zu 15 % beschrieben (Schmid-Staiger et al., 2016).

Trotz der unvollstandigen Entwasserung wurde das Verfahren als positiv bewertet, weil
fur den nachfolgenden Prozessschritt (Zellaufschluss Hochdruckhomogenisator) ein
Feststoffgehalt unter 10 % ohnehin erforderlich ist. Fur die Ernte im groReren Mal3stab
ist der Tellerseparator als geeignet einzustufen, der Prozess bietet noch Potential zur
Erh6hung des Entwasserungsgrades.
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3.7.2 Prozessbhilanzierung

Ziel der Prozessbilanzierung war die Bewertung des Algensystems bezlglich des

wirtschaftlichen und 6kologischen Aspekts. Anhand der erarbeiteten Daten konnte

eingeschéatzt werden, ob eine zuklnftige Etablierung in einer Papierfabrik rentabel ist

oder nicht.

Die fur die Prozessbilanzierung relevanten Parameter wurden in Abb. 34

zusammengestellt und in Tab. 21 beschrieben:

Né&hrstoffe CO; Abwasser Licht

Algenproduktion

Abwasserreinigung

Biomasse gereinigtes Abwasser

Aufarbeitung

(Ernte, Zellaufschluss,

Lipidextraktion)

Algenol

Abb. 34: Ubersicht zum Algensystem.

Tab. 21: Beschreibung zu prozessrelevanten Parametern.

Parameter | Beschreibung

CO: .

Als Quelle kommt industrielles Abgas-CO; in Frage

Am Fraunhofer Institut wurde 2016 bereits Gargas eines deutschen Ener-
gie-Unternehmens als alleinige CO»-Quelle im Pilotmaf3stab erfolgreich
eingesetzt (Schmid-Staiger et al., 2016)

CO: ist daher als Kostenfaktor zu vernachlassigen, der Aufbau der Infra-
struktur musste allerdings bericksichtigt werden

Beleuchtung |

Artifizielle Beleuchtung gehért zu den wichtigsten Kostenfaktoren
(Blanken et al., 2013)

Die Hochrechnung zum Energieverbrauch anhand der in diesem Projekt
erzielten Daten ergab einen Aufwand von 437 kWh/kg Algenbiomasse*
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Parameter | Beschreibung

e In der Literatur wird daher die Nutzung von Sonnenlicht angestrebt, ob-
wohl dies mit geringerer Biomasseproduktivitdit einhergeht
(Oostlander et al., 2020)

e Der Verzicht auf artifizielles Licht ist unter deutschen Klimaverhaltnissen
nicht undenkbar: In der oben erwéhnten Quelle des Fraunhofer Instituts
wurden bei Freilandversuchen zufriedenstellende Ergebnisse erzielt
(Schmid-Staiger et al., 2016)

Néahrstoffe e Hauptbedarf liegt bei Nitrat und Phosphat

e Optimal wére ein Recycling aus Abfallstromen, alternativ wird im indust-
riellen Maf3stab auch auf giinstige Bulk-Chemikalien (z. B. Urea) verwie-
sen (Vazquez-Romero et al., 2022)

Aufarbeitung | e  Fir Ernte, Zellaufschluss und Lipidextraktion wurden in diesem Projekt
Verfahren erarbeitet

e Fir eine Aufstellung der Gesamtkosten waren die vorliegenden Daten
nicht ausreichend

e Laut Literatur kann allein die Lipidextraktion tber 50 % des Energiever-
brauchs bei der Algendl-Herstellung einnehmen
(Dasan et al., 2019)

o Kosten fur Gerateinvestition und Betriebskosten im downstream proces-
sing sollten daher nicht unterschétzt werden

Biomasse e Produktivitat: 0,61 g/L/Tag

Algendl e Produktivitat: 0,17 g/L/Tag
Abwasser e Entfernung von EDC-Ruckstanden in der Nachklarung
e Anstieg des CSB-Wertes durch leicht biologisch abbaubare Algen-
Metabolite
e Stickstoff und Phosphor sind in der Nachklarung schon ausreichend
eliminiert

*Bei Nutzung eines grof3technischen Reaktors (180 L) mit einer 2000 W LED-Lampe

Die Ausfuhrungen zeigen, dass die Bilanzierung von vielen einzelnen Parametern
abhangt, die Energie- und Kostenaufwand des Algensystems unterschiedlich stark
beeinflussen. Eine umfassende Bilanzierung hatte den Rahmen des Projekts
Uberstiegen. FUr die Analyse wurden deshalb schwer kalkulierbare Parameter
ausgeblendet und eine Bilanz auf Basis der verfigbaren Daten berechnet.
Berlcksichtigt wurden der Energieverbrauch fir die artifizielle Beleuchtung und die
Produktivitat des Algensystems.

In Tab. 22 ist die Bilanzierung aus ©kologischer Sicht zu sehen. Gezeigt ist das
Resultat der elftagigen Kultivierung des Algenstamms S. acuminatus im
Technikumsmalfistab. Die Reduktion der BPA-Konzentration ist als vielversprechend
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einzustufen. Da die Nachweisgrenze bei der Messung unterschritten wurde, ist eine
vollstdndige Substanz-Entfernung nicht auszuschlieen. Pro Abbau von 1 pug
Substanz werden demnach maximal 5,9 g Algenbiomasse bendtigt. Die Daten sind zur
ersten Einschatzung gut geeignet, flir genauere Angaben ware ein kontinuierlicher

Prozess sinnvoller.

Tab. 22: Bilanz einer elftédgigen Kultivierung der Mikroalge S. acuminatus.

Inputs Outputs

40,26 g Gesamt Biomasse
11,19 g Algenlipide

19,85 g Kohlenhydrate
9,22 g Rest

Produktion 2,94 g Algenstartkultur

7,8 g Nitrat
0,5 Phosphat

Spurenelemente*
3,10 kg CO,
84,48 kWh Dauerbeleuchtung

6 Liter Nachklarung
< 3,3 ug BPA

6 Liter Nachklarung
9,6 pug BPA

Abwasserreinigung

*s. BG11-Medium AP 1

Beziiglich der Biodieselproduktion ist in Tab. 23 eine Bilanz auf wirtschaftlicher Basis
gezeigt. Zur Einschatzung wurden die Ergebnisse auf einen grof3technischen
Bioreaktor (180 Liter) Ubertragen und mit dem aktuellen Preis fur herkdmmlichen

Biodiesel verglichen.

Tab. 23: Bilanzierung des Algensystems auf Basis der Beleuchtung und Produktivitat.

Wert Einheit
Energieverbrauch LED Lampe 180 L Reaktor 2000 W
Strom-Grof3handelspreis* 19,919 Cent/kWh
Biomasse-Produktivitat 0,61 g/L/Tag
Algendl-Produktivitét 0,17 g/LiTag
Kosten Biomasse 87,08 €/kg
Kosten Algendl 313,34 €/kg
herkémmlicher Biodiesel (FAME) Preis** 1,56 USD/kg

*27.01.2023
**03.01.2023 Quelle: Platts

Die berechneten Daten zeigen eine deutlich negative Bilanz, was nicht unerwartet ist

und grundsatzlich mit

den Erkenntnissen aktueller

Literatur

Ubereinstimmt.




Schlussbericht zu IGF-Vorhaben 21704N 89

Algenbasierten Biotreibstoffen stehen zahlreiche Forschungsfragen und Innovationen
entgegen, wobei als wichtigste Punkte zur Kostensenkung nach wie vor die
Verknipfung mit anderen Verfahren wie der Abwasserreinigung sowie der weiteren
Ausschopfung der restlichen Biomasse nach der Algendl-Extraktion empfohlen
werden (Schmid-Staiger et al., 2016, Schroter-Schlaack, Aicher, 2019).

4 Fazit

Im vorliegenden Projekt konnte ein Algensystem zur gleichzeitigen Produktion von
Biotreibstoffen/Biokunststoffen und Entfernung von EDC-Rickstdnden aus
vorgereinigten Abwassern der Papierindustrie erarbeitet werden.

Das Projektziel wurde erreicht, allerdings besteht vor weiteren grof3technischer
Umsetzung noch an mindestens zwei Punkten deutlicher Optimierungsbedarf.

Zum einen wurde im Rahmen der Algenbehandlung ein Anstieg des
Abwasserparameters CSB festgestellt. Im Rahmen des geplanten Folgeprojektes soll
dieses Problem durch Zugabe von Bakterienkulturen zur weiteren Abwasserreinigung
geldst werden.

Zum anderen weist das untersuchte System eine negative Energie- und Kostenbilanz
auf. Obwohl dies nach derzeitigem Forschungsstand nicht unerwartet ist und weitere
Innovationen notwendig sind, wird das Potential eines algenbasierten Treibstoffs nach
wie vor als hoch eingeschatzt. Die gleichzeitige Nutzung von CO:2 aus der Abluft der
Papierfabriken zur Biomasseproduktion ist ein weiterer wichtiger Aspekt fur die
Nutzung dieser Technologie.

Die hier gewonnenen Daten und Erkenntnisse sind somit wichtige Faktoren im Bereich
der Algenbiotechnologie und Abwasserbehandlung. Aus Sicht der Projektbearbeiter
sollten besonders folgende Ergebnisse beachtet und weiterverfolgt werden:

+ Die Ergebnisse zur Spurenstoffanalytik zeigen, dass trotz der konventionellen
Abwasserreinigung in der Papierindustrie endokrin wirksame Substanzen
zuruckbleiben kdénnen. Obwohl die Konzentrationen gering sind, zeigen aktuelle
Entwicklungen zur strengeren toxikologische Einstufung von endokrin wirksamen
Stoffen (insbesondere Bisphenol A) und zur erforderlichen Qualitat von Trinkwasser,

dass in Zukunft mit scharferen Grenzwerten zu rechnen ist. Die Auswirkung der
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endokrin wirksamen Substanzen auf die menschliche Gesundheit sollte somit nicht
unterschatzt werden und unterstreicht den Anspruch auf eine zusatzliche Reinigung.
* Es wurden im Vergleich zu anderen Studien mit Algenkultivierung deutlich héhere
Biomasseertrage erzielt. Obwohl Kultivierungsbedingungen, Abwasser-
Zusammensetzung und Nahrstoffkonzentration in der Literatur nicht einheitlich sind
und somit ein Vergleich nur unter Vorbehalt mdglich ist, scheint der ausgewahlte
Mikroalgenstamm Scenedesmus acuminatus fur die Kultivierung in Abwasser sehr gut
geeignet zu sein. Aktuell sind nur sechs Publikationen zur Anwendung von diesem
Algenstamm vero6ffentlicht worden.

+ Die eingesetzten Flachplatten-Algenreaktoren fur die Kultivierung im
Technikumsmal3stab erwiesen sich als gunstig. Dieses Reaktorsystem ist laut
Hersteller hauptsachlich fur die Branchen Nahrungserganzungsmittel, Pharma,
Kosmetik und Tierfutter vorgesehen. In Bezug auf die Algen-Abwasserbehandlung gibt
es nach aktueller Recherche noch keine Untersuchungen. In dem 2014
durchgefiihrten PTS-Projekt zur algenbasierten Reinigung von Papierfabriksabwasser
hatte die Verwendung von offenen Reaktoren mehrfach zu Problemen mit
Kontaminationen gefuhrt. Geschlossene Reaktoren, auch in gréfierem Mal3stab und

bei geeigneter Infrastruktur, kdnnten hierfur eine sinnvolle Alternative sein.

5 Wirtschaftliche Bedeutung der Forschungsergebnisse flr
kleine und mittlere Unternehmen (KMU)

5.1 Voraussichtlicher Nutzen der Forschungsergebnisse

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsvorhabens wurden Mikroalgen fir die
gleichzeitige Biotreibstoff- /Biokunststoffproduktion und Reinigung von Abwassern der
Papierindustrie untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass aus einem geeigneten
Mikroalgenstamm Algendle mit ginstigen Produkteigenschaften hergestellt werden
konnen. Die Kultivierung kann in vorgereinigten Abwassern der Papierindustrie
stattfinden, wobei gleichzeitig Ruckstande von endokrin wirksamen Substanzen durch
den Algenstoffwechsel signifikant gesenkt werden.

Die Ergebnisse stehen dem Forschungsgebiet der Algen-Biotechnologie zur
Verfugung. Nutzer sind neben den Papierfabriken und ggf. produzierenden

Unternehmen anderer Wirtschaftszweige mit hoher organischer Fracht im Abwasser
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(z.B. Brauereien, Molkereien, Lederindustrie) kurzfristig insbesondere Anlagenbauer
und -planer aus den Bereichen der Abwassertechnik und der Biotechnologie sowie

beratende Ingenieurbiros.

5.2 Voraussichtlicher Beitrag zur Steigerung der Wettbewerbsfahigkeit

Die Ergebnisse werden insbesondere fir die KMU der Papierherstellung von Interesse
sein. Eine gleichzeitige Detoxifikation des Papierfabriksabwassers und Produktion von
Biomasse mit positivem Marktwert konnte dazu fihren, dass der Herstellungsprozess
gerade bei kleineren Unternehmen rentabler wird und ihre Marktposition gestarkt wird.
In der Wertschopfungskette werden sich fur die Extraktion der Lipide aus der
Algenbiomasse und fur die Produktion von Biokunststoffen und —kraftstoffen und
insbesondere von deren Vorprodukten erzeugernah kleinere Unternehmen ansiedeln
und grinden. Neben der Elimination von Problemstoffen aus dem Abwasser der
Papierindustrie bietet die Algenbiomasse interessante Nutzungsmoglichkeiten. Die
Biomasse kann zur Produktion von Biokraftstoffen oder Biokunststoffen an spezifische
Unternehmen weiter verauRert werden. In diesem neuen Geschéftsfeld werden sowohl
Existenzgriindungen als auch Diversifizierung in bestehenden Unternehmen erwartet.
Mittelfristig werden vor allem auch Unternehmen von den Ergebnissen profitieren, die
nachhaltig produzierte Biomasse weiterverarbeiten. Der Anteil an KMU in diesen
Wirtschaftszweigen ist unterschiedlich hoch. Insbesondere im Bereich der Herstellung
von Biotreibstoffen und -kunststoffen bzw. diversen Vorprodukten sind viele KMU auf
dem Markt tatig oder derzeit in Griindung. Die angestrebten Ergebnisse werden in den
KMU's der Wirtschaftszweige Herstellung von Papier und Pappe (17) und
Maschinenbau (28) auf hohes Interesse stol3en. Das Forschungsthema umfasst
Schnittmengen zu den Fachgebieten Ressourceneffizienz Rohstoffe (FD),
Produktionstechnologien (MA) und Umwelttechnik (FB).

5.3 Aussagen zur voraussichtlichen Umsetzung der FUE-Ergebnisse

Einige der im Rahmen des Projektes erlangten Erkenntnisse (Nutzbarkeit des
Papierfabriksabwassers fur Mikroalgenkultivierung, Ergebnisse zu Biomasse- und
Lipidproduktion verschiedener Algenstamme, Verhalten der Mikroalgen unter

Stressbedingungen, verfahrenstechnische MalRnahmen zum Zellaufschluss,
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Zusammensetzung der Algendle, etc.) konnen direkt in die Praxis umgesetzt werden.
Der Einsatz der Mikroalgen in der Abwasserreinigung der Papierherstellung ist zum
aktuellen Stand der Erkenntnisse noch nicht empfehlenswert, da dem Nutzen der
Produktion der Algentle noch der CSB-Anstieg im gereinigten Abwasser nach
Mikroalgenkultivierung entgegensteht. Um verschiedene verfahrenstechnische
Moglichkeiten zu untersuchen, diesem Problem z. B. durch Ansatz einer Co-Kultur aus
Algen und Bakterien in der Abwasserreinigung entgegenzuwirken, wurde ein IGF-
Folgeantrag zu diesem Forschungsvorhaben eingereicht (Kurztitel: OMiPaP, AiF-
Antragsnr. 09742/23, IGF-Antrags-Nr. 2024-00740). Dieser Projektantrag ist im Januar
2024 positiv  begutachtet worden, so dass von einer Weiterfuhrung der
Forschungsarbeiten zu diesem Projekt auszugehen ist.

6 MalBnahmen zum Ergebnistransfer

Die im Projektantrag dargestellten Mal3nahmen zum Ergebnistransfer in die Wirtschaft
wurden planmaRlig durchgefuhrt. Bereits wahrend der Projektlaufzeit wurde das
Thema bei verschiedenen Fachveranstaltungen und in diversen Vortragen vorgestellt
sowie in der akademischen Lehre, z. B. durch Erstellung von Masterarbeiten und
Postern bearbeitet und verbreitet. Eine Auflistung der wahrend der Projektlaufzeit
durchgefiihrten Transfermaflinahmen ist in Tab. 24 dargestellt.

Tab. 24: Durchgefiihrte TransfermalRnahmen wahrend der Projektlaufzeit

Malnahme Ziel/Bemerkung Zeitraum

Veroffentlichung auf der | Vorstellung des Forschungsvorhabens
Internetseite des PMV www.pmv.tu-darmstadt.de Laufend

1. Vorstellung des Forschungsvorhabens, Diskussion 26.08.2021,
und Festlegung der Vorgehensweise

2. Fortschrittsbericht, Diskussion der bisherigen
Ergebnisse, Abstimmung der weiteren
Vorgehensweise

3. Abschlussprasentation, Diskussion der Ergebnisse 28.08.2023

Beratung kleiner und TECHNOLOGIETRANSFER IN INTERESSIERTE

Treffen des
projektbegleitenden
Ausschusses

19.07.2022,

mittlere Unternehmen UNTERNEHMEN laufend
Akademische Lehre Ausbildung von Studierenden: Aufnahme von laufend

Projektinhalten in Vorlesung, Tutorien und Praktika in FE

lund FE 2

Erstellung der Masterarbeit ,Untersuchung und 15.05.2021 -
Akademische Lehre und | Selektion von geeigneten Mikroalgen zur Reinigung von | 15.11.2021
Ausbildung Papierfabrikabwasser mit gleichzeitiger Produktion von

Lipiden®, Frau Samira Reuscher
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Erstellung der Masterarbeit ,Etablierung der 11.02.2022 -
Lipidextraktion und -analytik von im Technikums- 25.08.2022
malstab kultivierten Mikroalgen®, Herr Stefan
Laubenstein

Erstellung der Masterarbeit ,Untersuchung des 06.06.2022 -
Einflusses von Licht unterschiedlicher Wellenlangen auf e

die Lipidbildung von Mikroalgen®, Frau Christina Malsi | 12-12-2022
AiF/IGF-Tage der FV Zellstoff- und Papierindustrie, 04.11.2021,
Darmstadt: Vortrag, Diskussion und persénliche
. . Y 13.10.2022

Verdéffentlichungen und | Kommunikation, Darmstadt

Préasentationen von

signifikanten ) : . «

Ergebnissen \égrrtr:]zasgté(l;MV Tagung ,Papier & Umwelt 2022, 27./28.09.

2022

Durch die Veroffentlichungen, Vortrage und Treffen des projektbegleitenden
Ausschusses war ein Ergebnistransfer zu KMU bereits wéahrend der Projektlaufzeit
gewahrleistet. Durch die groRe Anzahl der Projektbegleiter ist zudem eine grol3e
Reichweite des Ergebnistransfers bereits wahrend der Projektlaufzeit gegeben. Ziel
der Projekttreffen war die kontinuierliche Information der beteiligten Unternehmen
sowie die Diskussion der Vorgehensweise und erzielten Ergebnisse. Dies diente
einerseits zur Absicherung der Praxisrelevanz der durchgefuhrten Arbeiten und
ermoglichte den Unternehmen andererseits die direkte und zeitnahe Nutzung der
Forschungsergebnisse. Durch die Vorstellung des Projektes auf der Internetseite der
Forschungsstelle wurde die Offentlichkeit Uiber die Forschungstatigkeit informiert. Die
Vorstellung der Forschungsarbeiten sowie detaillierter Forschungsergebnisse auf
Fachtagungen und in Gremien stellte die Bekanntmachung des Forschungsvorhabens
und den Wissenstransfer gegentber dem Fachpublikum aus der papierverarbeitenden
Branche sicher. Dartber hinaus wurde das Forschungsvorhaben Interessenten aus
Industrie und Forschung auch aul3erhalb des projektbegleitenden Ausschusses in

personlichen Gespréachen vorgestellt und dessen Inhalte diskutiert.

Weiterhin sind die in Tab. 25 aufgefuihrten TransfermaRnahmen nach Ende der

Projektlaufzeit geplant bzw. bereits umgesetzt.

Die im Forschungsbericht dargestellten Ergebnisse bieten fir interessierte
Unternehmen einen umfassenden Einblick in die Forschungsarbeiten. Eine
entsprechende Kurzzusammenfassung der Forschungsergebnisse ist auf der

Homepage des PMV zu finden. Dartber hinaus wird der ausfuhrliche Schlussbericht
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nach Akzeptanz durch den Foérdermittelgeber publiziert und ist somit fur alle
Interessierten zuganglich. Weiterhin werden die Forschungsergebnisse durch
Veroffentlichungen in Fachzeitschriften verbreitet und insbesondere an das Fach-
publikum der oben genannten Tagungen und Gremien herangetragen. Insgesamt sind
somit zahlreiche Moglichkeiten gegeben, um die Ergebnisse des Forschungs-
vorhabens KMUs erfolgreich verfigbar zu machen sowie den Ergebnistransfer in die
Wirtschaft sicherzustellen.

Tab. 25: Geplante bzw. bereits umgesetzten Malinahmen nach Ende der Projektlaufzeit

Maflnahme Ziel/Bemerkung Zeitraum
Ergebnistransfer in die Wirtschaft, Prasentation aller 3./4. Qt.
Gremienarbeit relevanten Ergebnisse z. B. ZELLCHEMING- 2024
Fachausschuss ENVI, Umweltausschuss des
Verbandes Die Papierindustrie
AiF/IGF-Tage der FV Zellstoff- und Papierindustrie, 27Q1t222002243
Darmstadt: Vortrag, Diskussion und persoénliche '
Fachtagungen Kommunikation, Darmstadt
Paper & Water Conference, Darmstadt 24./25.09.
2024
Posterprasentation 7th International BioSC Symposium, Bonn (2)8427'11'
Publikation im “Journal of Applied Phycology
Veroffentlichungen (Springer) oder “Trends in Biotechnology” 2024
Ergebnisweitergabe an Ergebnistransfer in die Wirtschaft, Prasentation der
interessierte relevanten Ergebnisse (z. B. Verband Die 2024
Fachverbénde Papierindustrie, CEPI, 4evergreen)
Ergebnistransfer in die Wirtschaft, Prasentation der
Veroffentlichung im Ergebnisse (Internetseiten FE1 und FE2, 2024
Internet Forschungsvereinigung Zellstoff- und Papierindustrie
im Verband Die Papierindustrie)
Ausbildung von Studierenden: Aufnahme von Nach
Projektinhalten in Vorlesung, Tutorien und Praktika in Projektende
FE 1und FE 2
Akademische Lehre
Bachelorarbeit Robin Beck (03/2024 — 06/2024)
Masterarbeit Nadine Hilser (04/2024 — 10/2024)
Promotion Samira Reuscher (2023 — 2026)
Beratung kleiner und Nach
mittelstandischer Technologietransfer in interessierte Unternehmen .
Projektende
Unternehmen
Veroffentlichung des
ausfihrlichen Information interessierter Unternehmen tber die Nach
Forschungsberichtes als Forschungsergebnisse Projektende
PDF
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