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1. Zielsetzung des Vorhabens

AutoPro zielt darauf ab, einen automatisierten Kultivierungsprozess fir die extremophile
Mikroalge Galdieria sulphuraria zu entwickeln. Dadurch sollen organische Rickstande aus der
Aquakulturindustrie, wie solche aus Garnelenfarmen, recycelt werden. AutoPro schafft ein
Prozessmodell in Form eines digitalen Zwillings und ermdglicht eine Echtzeituberwachung fur
einen dezentral einsetzbaren Verwertungsprozess. Die Echtzeitiberwachung ist notwendig, um
ein robustes, vollautomatisches und kontinuierliches Verfahren zur Verwertung organischer
Reststoffe zu gewahrleisten. Konkrete Ziele sind folgende: Erstens, die Entwicklung eines
Prozessmodells (digitaler Zwilling) und einer automatisierten Prozesssteuerung flr die
Kultivierung von G. sulphuraria. Zweitens, darauf basierende Optionen fur zirkulare
Ressourcenflisse und Scale-up-Strategien in viethamesischen und deutschen Aquakulturen.
Drittens, der Aufbau einer langfristigen Forschungs- und Entwicklungskooperation zwischen den
beteiligten Parteien (ifak, VGU, VNU-HCM, ICED und Mylan Group).

Aufgabe des ILU war die Kultivierung der Mikroalge G. sulphuraria auf organischen Reststoffen
aus Aquakulturen. Diese Reststoffstrome weisen in der Regel hohe Gehalte an Kohlenstoff,
Stickstoff, Phosphat und weiteren essenziellen Nahrstoffen auf und eignen sich daher als
wertvolle Substrate fir das Algenwachstum. Im Rahmen des Projekts wurden geeignete
organische Reststoffe aus dem Aquakultursystem identifiziert, anschlieBend einer Hydrolyse
unterzogen und flr die heterotrophe Kultivierung der Mikroalge G. sulphuraria eingesetzt.

2. Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde erfolgreich den Arbeits- und Zeitplanen entsprechend bearbeitet. Die Mikroalge
G. sulphuraria wurde unter verschiedenen Bedingungen im Labormalstab kultiviert.

Prasentationen und Statusseminare wurden Uberwiegend online durchgefuhrt. Eine
Zusammenkunft und gemeinsamer Vortrag (ILU und ifak) fand am 23. Bis 24. Oktober 2025 an
der Vietnamese-German University (VGU) in Binh Duong, Vietnam, wahrend der ,International
Conference on Environmental Sustainability & Green Technology“ statt.

Das ILU unterstitzte die Arbeiten zu allen Arbeitspaketen (AP 1, 2, 3 und 4) und flihrte praktische
Arbeiten im Arbeitspakete AP 1 durch. Folgende Arbeitsschritte ergaben sich dabei:

- Auswahl geeigneter organischer Reststoffe aus der Aquakultur, insbesondere von
Garnelenfarmen (Garnele 1 GmbH, Deutschland)

- Zerkleinerung und Durchfuhrung geeigneter Hydrolyse-Verfahren der Reststoffe

- Kultivierung von G. sulphuraria in unterschiedlichen Kultivierungssystemen mit
verschiedenen Reststoffen aus der Aquakultur

- ldentifizierung geeigneter Substratzusammensetzung far optimale
Wachstumsbedingungen

- Kultivierung von G. sulphuraria unter variierenden Stickstoffbedingungen fir die
Prozessmodellierung

In AP 2 stellte das ILU dem ifak die Kinetiken zu Wachstum und Nahrstoffumsetzung fur die
Modellbildung und Prozesssimulation bereit. AnschlieRend fand in AP 3 unter Bericksichtigung
der Ergebnisse aus AP 1 und AP 2 eine Bewertung des Produktes und des Prozesses statt. Das
ILU Ubernahm die Koordination des Vorhabens und unterstitzte Kommunikations- und
Transferaufgaben (AP 4).



Abbildung 1: Zeitlicher Ablaurrc des Vorhabens inklusive derrPersonenmonate (PM) der einzelnen Partner in den geplanten Aufgaben.
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3. Wesentliche Ergebnisse

3.1 Metabolische Analyse von G. sulphuraria (AP 1)
3.1.1 Ergebnisubersicht

3.1.1.1 Projektjahr 2024

Fur die heterotrophe Kultivierung der Mikroalge Galderia sulphuraria wurden organische
Ruickstande aus der Garnelenverarbeitung wie Abwasser, Schlamm und Garnelenabfalle (Kdpfe
und Schalen) ausgewahlt. AnschlieRend wurden diese homogenisiert und mit der Protease S-02
enzymatisch hydrolysiert. Unter extremophilen Wachstumsbedingungen (acidophil bei pH 1,8),
welche einen unsterilen Fermentationsprozess ermdéglichen, und 45°C erfolgte die heterotrophe
Kultivierung der Mikroalge im Fed-Batch-Prozess in einem 5 L-Bioreaktor. Hohe Wachstumsraten
fur G. sulphuraria konnten mittels einem Substratgemisch aus 15 % Schlamm- und 10 %
Garnelenabfallhydrolysat sowie 10 g L' Glukose erzielt werden.

3.1.1.2 Projektjahr 2025

Zur Prozessmodellierung von G. sulphuraria wurden erganzende Kultivierungen im Labormal3stab
unter variierenden Bedingungen durchgefuhrt. Einerseits erfolgte die Kultivierung der Alge in dem
zuvor beschriebenen Substratgemisch und zuséatzlicher Supplementierung mit Ammoniumsulfat,
um den Einfluss einer erhdhten Stickstoffverfligbarkeit zu untersuchen. Andererseits wurde eine
kontinuierliche Kultivierung im Standardmedium unter gezielter Stickstofflimitierung durchgefiihrt,
um die Anpassung der Alge zu erfassen.

3.2 Methoden

3.2.1 Auswahl von organischen Reststoffen aus Aquakulturen
Von der Garnelenverarbeitungsfirma Garnele 1 GmbH wurden verschiedene organische
Reststoffe ausgewahlt und bis zur Verwendung bei -20°C tiefgefroren aufbewahrt.

3.2.2 Hydrolyse von organischen Reststoffen

Die organischen Reststoffe aus der Garnelenverarbeitung wurden fir die Hydrolyse
unterschiedlich vorbereitet. Der Reststoff Abwasser konnte direkt fur die Hydrolyse eingesetzt
werden. Der Schlamm wurde mit deionisiertem Wasser so weit verdiinnt, dass sich die Lésung
gut zu durchmischen liel3 (Schlammanteil 47 %). Die Garnelenabfalle wurden zunachst mit einem
Fleischwolf zerkleinert und anschlieBend mit deionisietem Wasser zu einer 20 % Ld&sung
angesetzt. AnschlieBend wurden mit den drei verschiedenen Reststoffen unterschiedliche
Hydrolysen, zur maximalen Freisetzung von Kohlenhydraten und freien Aminostickstoff,
durchgeflhrt. In einem 300 mL Weithalskolben wurden 150 mL Reststoff/Wasser-Gemisch mit 0,3
mL des jeweiligen Enzyms (2 mL L") gemischt und der pH-Wert, entsprechend des pH-Optimums
des eingesetzten Enzyms, durch Titration von 5 M H.SO4 eingestellt. Die erste Hydrolyse fand mit
dem Enzym Protease S-02 (ASA-Enzyme, Deutschland) bei 60°C und pH 3 fir 24 und 48 Stunden
bei 120 rpm im Orbitalschittler statt. Die zweite mit dem Enzym Glucoamylase AN (ASA-Enzyme,
Deutschland) bei 60°C und pH4 und die dritte mit beiden Enzymen (Protease S-02 und
Glucoamylase) bei 60°C und pH 3,5. Desweiteren wurde eine vorgeschaltete chemische
Hydrolyse mit 1 % H.SOs fir 4 Stunden bei 90°C mit anschlieRender enzymatischer Hydrolyse
(Protease S-02 und Glucoamylase) ebenso fur 24 und 48 Stunden untersucht (Abbildung 2). Zur
Analyse der Hydrolyse mittels HPLC wurden Proben vor sowie nach 24 und 48 Stunden der
hydrolytischen Behandlung entnommen, bei 13.400g fur 10 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand bis zur Analyse bei -20°C eingefroren. Die Hydrolysate wurde, vor den Einsatz als
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Substrat fur die Kultivierung von G. sulphuraria, fur 10 min bei 10.000g zentrifugiert, anschliel?end
filtriert (Filter 13 pm) und der pH 1,8 mittels H.SO4 eingestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung zur Homogenisation und Hydrolyse von organischen Reststoffen aus der
Garnelenverarbeitung (Abwasser, Schlamm und Garnelenabfélle).

3.2.3 Heterotrophe Kultivierung von Galdieria sulphuraria

3.2.3.1 Galdieria sulphuraria

G. sulphuraria 074G wurde von der Culture Collection of Cryophilic Algae (CCCryo) -
Stammsammlung des Fraunhofer-Institut fir Zelltherapie und Immunologie, Institutsteil
Bioanalytik und Bioprozesse (1ZI-BB) in Potsdam-Golm bezogen und in einem 100 mL-Kolben mit
20 mL Galderia-Medium, bestehend aus 1,5 g L-1 (NH4)2SO4, 0,3 g L' MgSO4x7H.0, 0,3 g L’
KH2POs, 1 mL L einer 20 g L' CaCl,x2H,0-Lésung, 2,07 mL L' einer Fe-EDTA-L6sung (5,2 g L-
TEDTA, 5g L' FeSO4x7H,0 und 54 mL L' KOH 1n) sowie 1 mL L™ einer Trace Element-Lésung
(220 mg L' ZnSO4x7H;0, 2860 mg L' H3BO3, 40 mg L' CoClx6H.0, 79 mg L' CuSO.x5H-0,
130 mg L (NH4)6Mo07027x6H-0, 40 mg L' NaVO3; und 1790 mg L' MnCl>x4H;0) sowie 4 g L™
Glukose bei pH 1,8, 45°C und geschuttelt bei 120 rpm in einem Orbitalschuttler kultiviert. Einmal
pro Woche erfolgte die Subkultivierung durch Zugabe von 125 uL Algensuspension zu 20 mL
frischen Galdieria-Medium. Fir die Kultivierung von G. sulphuraria in den Experimenten wurden
1x107 Zellen mL™" eingesetzt.

3.2.3.2 Kultivierung von Galdieria sulphuraria

3.2.3.2.1 Kolbenversuche zur Optimierung des Algenwachstums

Zunachst wurde das Wachstum von G. sulphuraria in ausgewahlten Hydrolysaten in einem 100
mL-Kolben, bei pH 1,8, 45°C und 120 rpm in einem Orbitalschittler fur 7 Tage im Dunkeln
untersucht (Abbildung 3). Dafur wurden 20 mL Schlamm- und Shrimp-Hydrolysat mit
unterschiedlicher Konzentration (25 %, 50 % und 75 %, v/v Hydrolysat (Reststoffe vom Marz 2024)
sowie 15 %, 25 %, 35 % und 50 %, v/v Schlamm-Hydrolysat (Reststoff vom August 2024))
angesetzt und mit 1x107 Zellen mL" inokuliert. Die Ans&tze wurden mit und ohne Zugabe von 2,5
g L Glukose untersucht. Taglich wurde eine Probe entnommen, die OD7sonm bestimmt und der
Uberstand nach Zentrifugation (13.400g fiir 10 Minuten) bis zur Analyse bei -20°C eingefroren.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der heterotrophen Kultivierung von G. sulphuraria in Schlamm- und Schrimp-
Hydrolysaten mit unterschiedlicher Konzentration in einem Orbitalschiittler (120 U min-') bei pH 1,8 und 45°C nach
enzymatischer Hydrolyse der Reststoffe mit Protease S-02 (60°C, pH3 fiir 24 h) und Festphasenseparation.

3.2.3.2.2 Batch Fermentation

Nach Auswahl einer geeigneten Hydrolysatkonzentration bzw. Hydrolysatgemisches, als Substrat
fur das Wachstum von G. sulphuraria, erfolgte die Kultivierung in einem 5 L Sartorius-Bioreaktor
fur 10 Tage mit einem Arbeitsvolumen von 4 L. Das Substratgemisch (25 % Slamm- und 15 %-
Shrimp-Hydrolysat) wurde mit 10 g L' Glucose versetzt, mit 1x10” Zellen mL™" inokuliert und bei
pH 1,8, 45°C, 150 rpm und Luftzufuhr gerthrt (Abbildung 4). Taglich wurde eine Probe
entnommen, die OD7sonm und Zellzahl bestimmt und der Uberstand nach Zentrifugation (13.400g
fur 10 Minuten) bis zur Analyse bei -20°C eingefroren.

3.2.3.2.3 Fed batch Fermentation

Die Fed batch-Kultivierung erfolgte ebenfalls in einem 5 L Bioreaktor (Sartorius, Deutschland)
unter kontrollierten Wachstumsbedingungen (pH 1,8, 45°C, 150 rpm und Luftzufuhr). Die
Kultivierung wurde mit 1 L Medium, bestehend aus 15 % (v/v) Schlamm- und 10 % (v/v)
Garnelen/Shrimps-Hydrolysat sowie 10 g L' Glukose, gestartet. Inokuliert wurde der Ansatz mit
1x107 G. sulphuraria Zellen mL". An Tag 3 und 4 erfolgte mittels einer Peristaltikpumpe eine
Zufutterung von Nahrstoffen in Form von neuem Schlamm- und Garnelen/Shrimp-Hydrolysat
sowie Glukose (Abbildung 4). Mit einer Fiitterungsrate von 278 uL min™' wurden dem Ansatz von
Tag 3 zu 4 300 mL und von Tag 4 zu 5 weitere 400 mL Hydrolysat-Glukose-Medium zugegeben.
Das Hydrolysat-Glukose-Medium bestand aus 70 % (v/v) Schlamm- und 30 % (v/v)
Garnelen/Schrimp-Hydrolysat sowie 22,5 g L™ Glukose.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Galdieria sulphuraria Fermentation im 5 L Bioreaktor (Sartorius,
Deutschland). Uber jeweils 10 Tage erfolgte eine Batch und Fed batch Kultivierung der Mikroalge. Fiir die Batch
Fermentation wurden 25 % Schlamm- und 10 % Shrimp-Hydrolysat sowie 10 g L-' Glukose als Substrat eingesetzt und
flir die Fed batch Fermentation 15 % Schlamm- und 10 % Shrimp-Hydrolysat sowie Glukose. Im Anschluss wurde G.
Sulphuraria durch Zentrifugation (10 min bei 10.000g) geerntet, mit deionisiertem Wasser gewaschen und
gefriergetrocknet. Die Biomasse wurde dann mittels NIR analysiert und die Phycocyanin-Konzentration bestimmt.

3.2.4 Analytik

Die Biochemische Zusammensetzung der Reststoffe wurde von der getrockneten Schlamm- und
Shrimp-Masse sowie von der produzierten gefriergetrocknete G. sulphuraria-Biomasse mittels
Nahinfrarot (NIR)-Spektrometer (NIR SpectraStar XT, Unity Scientific GmbH, Deutschland)
bestimmt.

Das tagliche Wachstum von G. sulphuraria wurde Uber die Messung der optischen Dichte bei 750
nm mittels UV/Vis Spektralphotometer Specord 200 (Analytik Jena GmbH+Co. KG, Deutschland)
gemessen. Die Probe wurde mit destillierten Wasser verdiinnt, sodass eine OD7sonm zwischen 0,1
und 0,3 erreicht wurde. Zudem wurde die Zellzahl manuell mittels Thoma-Zahlkammer bestimmt.

Die spezifische Wachstumsrate (u) ausgedriickt in Tagen [Tag™"] wurde als Steigung der linearen
Regression des naturlichen Logarithmus der optischen Dichte (OD7sonm) gegen die Zeit wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase berechnet. Die Verdopplungszeit (in Tagen oder Stunden)
wurde ermittelt, indem der natirlicher Logarithmus von 2 durch die spezifische Wachstumsrate
geteilt wurde.

Die Ermittlung der Trockenmasse (TM) der taglichen G. sulphuraria Biomasse erfolgte durch
Zentrifugation (13.400g, 10 min) von 2 mL der Kultur in ein ausgewogenes 2 mL-Reaktionsgefald.
Nach 24 h bei 45°C wurden die Proben erneut gewogen und die Trockenmasse kalkuliert.

Die Kultur wurde am Ende einer Fermentation zentrifugiert (10.000 rpm fir 10 min bei 4°C), der
Uberstand verworfen und die Algenbiomasse zweimal mit deionisiertem Wasser gewaschen und
gefriergetrocknet (FreeZone 4,5 L Benchtop Freeze Dryer, Labconco, Kansas City, USA).

Freie Zucker und organische Sauren im Hydrolysat bzw. Substrat (Uberstand nach Zentrifugation)
wurden  mittels  Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (High  performance  liquid
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chromatography, HPLC; Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000) mit einer Animex HPX-87H
Saule (300 mm x 7,8 mm x 9 ym, BioRad) bestimmt. 20 pyL der Probe wurden injiziert und
isokratisch mit 0,4 mL min”', 5 mM H,SO, bei 30°C eluiert. Die Kalibrierungskurven wurden mit
reinen Losungen bekannter Konzentration erstellt.

Die Phosphatkonzentration wurde photometrisch durch Bildung von Molybdanblau quantifiziert.
Die zu analysierende Probe (100 pL) wurde mit 900 uL dH.O, 10 uL Ammoniummolybdatlésung
und 160 pyL Molybdan-Reagenz (2,5 mL 2,5 M H»SQO4, 0,25 mL einer CgHsK20412Sb x 3 H.O
(Kaliumantimonyltartratlésung), 0,2743 g in 50 mL dH;O, 0,75 mL (NH4)6Mo7024 x 3 HO
(Ammoniummolybdatiésung), 0,4 g in 10 mL dH20 und 1,5 mL Ascorbinsaure 0,88 g in 50 mL
dH20) versetzt, gemischt und fur 15 Minuten bei 60°C inkubiert. Anschlieend wurden 300 pL in
eine 96-Wellplatte pipettiert und bei 880 nm die Extinktion gemessen. Als Kalibrierungskurve
dienten Lésungen bekannter Phosphatkonzentration.

Der freie Aminostickstoff (FAN) wurde nach der modifizierten EBC-Ninhydrin-Methode bestimmit.
Zunachst wurden zwei Reagenzien hergestellt. Fir Reagenz A wurden 1 g Na:HPO4*12H-0, 0,6
g KH2PO4, 0,05 g Ninhydrin und 0,03 g Fruktose in 10 mL entmineralisiertem Wasser geldst.
Reagenz B enthielt 0,2 g KIO3;, 60 mL entmineralisiertes Wasser und 40 mL absolutes Ethanol.
Fur die Analyse wurden 20 pL Probe, 50 pL A und 30 uL demineralisiertes Wasser kombiniert und
5 Minuten lang auf 90°C erhitzt. Dann wurden 900 uL von B hinzugefligt und die Absorption bei
570 nm gemessen. Eine Kalibrierungskurve mit Glycin wurde als Referenz verwendet.

Fur die Bestimmung der Phycocyaninkonzentration wurden 2 mL der Kultur in ein 2 mL Safe-lock
Reaktionsgefald durch Zentrifugation (13.400g, 10 min) geerntet und die Biomasse zweimal mit
100 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, gewaschen (13.400g, 3 min). AnschlieRend wurde die
Biomasse flir 24h bei 45°C getrocknet, gewogen und mit Mahlkugeln aus rostfreiem Stahl (2x @
5 mm) versetzt und bei -20°C gelagert. Mittels der Schwingmuihle MM 400 (Retsch, Deutschland)
erfolgte der Zellaufschluss bei 30 Hz fur 2x 10 min mit ZwischenkUhlung fur 15 min bei -20°C. Die
aufgeschlossenen Algenzellen wurden dann mit 2 mL 100 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2,
versetzt, gemischt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Phycocyaninkonzentration (PE) wurde
dann mittels Spektralphotometer Specord 200 (Analytik Jena GmbH+Co. KG, Deutschland) der
filtrierten Probe (Spritzenvorsatzfilter Celluloseacetat (CA) 0,2 um), beschrieben nach Bennet und
Bogorad 1973, bestimmt:

Konzentration von Phycocyanin: PE [%] = A620)-0474 A(652)

5,34

Und die Ausbeute an Phycocyanin kalkuliert:

Ausbeute Phycocyanin' Y [y] __ Konz. von PE x Vol. von PE Extrakt
- g -

TM der Biomasse

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Auswahl von organischen Reststoffen aus Aquakulturen

Aus der Garnelenverarbeitung wurden die organischen Reststoffe Abwasser, Schlamm und
Garnelenabfalle (Képfe und Schalen) als Substrat fur die Kultivierung von G. sulphuraria
ausgewahlt und von dem Praxispartner Garnele 1 GmbH bezogen (Abbildung 5).



A B C

Abwasser Schlamm Garnelen

Abbildung 5: Reststoffe aus der Garnelenverarbeitung A: Abwasser, B: Schlamm und C: Shrimp-/Garnelenabfall (Képfe
und Schalen) als Substrat fiir die Kultivierung von G. sulphuraria.

Die Zusammensetzung der Reststoffe aus der Aquakultur wurden mittels NIR-Spektrometer
gemessen und ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Charakterisierung der Reststoffe aus der Aquakultur mittels NIR-Spektrometer (n. d. = nicht nachgewiesen,
n. s. = nicht spezifiziert).

Komponente | Abwasser Schlamm Shrimp
[%, wiw]
Marz 2024 | Marz 2024 | Juli 2024 | August 2024 | Marz 2024

Trockenmasse 0,85 21,64 10,63 14,53 24,55
Kohlenhydrate n. s. 10,6 13,43 12,81 n. d.
Proteine n.s. 32 27,76 29,30 571
Fett n. s. 7,7 2,35 4,05 10,9
Asche n. s. 19,4 22,68 24,76 30

Der Reststoff Shrimp-/Garnelenabfall stellt eine gute Stickstoffquelle dar, da dieser einen
Proteingehalt von 57 % (w/w) aufweist, wahrend im Schlamm durchschnittlich 30 % (w/w) Proteine
bestimmt wurden. Zucker wurden nur im Schlamm, mit etwa 12,3 % (w/w) nachgewiesen. Fett
enthielten beide Reststoffe, durchschnittlich 4,7 % (w/w) der Schlamm- und 10,9 % (w/w) der
Shrimp-Rest. Das Abwasser enthielt einen nur sehr geringen Feststoffanteil, mit 0,85 % (w/w), so
dass dieser Reststoff mittels NIR nicht weiter spezifiziert werden konnte.

Im Jahr 2024 wurden insgesamt drei Lieferungen (Marz, Juli und August) des Reststoffes
Schlamm, als Substrat fur die Kultivierung der Alge, zur Verfigung gestellt. Der Schlamm vom
Méarz weist dabei eine hdhere Trockenmasse mit etwa 21,6 % (w/w) auf als der Schlamm vom Juli
(10,6 % (w/w)) und August (14,5 % (w/w)). Dies hangt moglicherweise damit zusammen, dass der
Schlamm in der Shrimp-Firma in Sacken fir mehrere Tage (bis zu 3 Tage) gesammelt wurde und
je nach Entnahme frisch/feucht bzw. etwas mehr entwéassert geliefert wurde.
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3.3.2 Hydrolyse von organischen Reststoffen

Um die in den organischen Reststoffen enthaltenen Nahrstoffe als Substrat fur die
Algenkultivierung besser nutzen zu kdnnen, wurden unterschiedlich enzymatische Hydrolysen
(Protease, Glucoamylase und eine Kombination aus beiden Enzymen) sowie eine chemisch/
enzymatische Hydrolyse (H.SO. und Protease/ Glucoamylase) untersucht (Abbildung 5).

Abwasser Schlamm Shrimp
0,20 0,20 1,6
— 0,15 — 0,15 — 12
| | |
220,10 220,10 20,8
2 2 2
L 0,05 L 0,05 oo i
0,00 L=— ~EN = . 0,00 . 0,0
0 24 48 0 24 48 0 24 48
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0,20 20 20
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[eT0] — —_—
= o 12 o 12
© 0,10 2 e
o -5 8 S 8
2 0,05 8 4 S ,
a o o
0o 1 NEEN DO . .
0 24 48 0 24 48 0 24 48
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Protease M Glucoamylase M Protease/ Glucoamylase M H2S04 + Protease/ Glucoamylase

Abbildung 6: Hydrolyse der Reststoffe Abwasser, Schlamm und Shrimp aus der Aquakultur. Die Reststoffe wurden mit
Protease, Glucoamylase, eine Kombination aus beiden Enzymen sowie chemisch und enzymatisch (H2SO4 und
Protease/ Glucoamylase) behandelt und der freie Aminostickstoff (FAN) und Phosphat nach 24 und 48 h untersucht.

Eine Hydrolyse des Abwassers zeigt keinen wesentlichen Unterschied zum Ausgangsmaterial
(Abbildung 6).

Der fliissige Uberstand der Reststoffe Schlamm und Shrimp zeigt nach 24 h enzymatischer
Hydrolyse jeweils eine Erhdhung der Konzentration an freien Aminostickstoff (Abbildung 6). So
wurden im Schlamm-Hydrolysat 0,12 — 0,13 g L' mehr Stickstoffverbindungen gewonnen
(Gesamtkonzentration von 0,16 g L™ mittels Protease S-02 und 0,18 g L™ mittels Protease S-
02/Glucoamylase) und im Shrimp-Hydrolysat 0,84 -0,88 g L' (Gesamtkonzentration von 1,17 g L-
' mittels Protease S-02 und 1,31 g L mittels Protease S-02/Glucoamylase). Eine verlangerte
Hydrolyse-Zeit (48 h) flihrte dabei nicht zu einer bedeutenden Zunahme an freien Aminostickstoff.
Da eine enzymatische Hydrolyse mit Glucoamylase nicht zielfiihrend war und auch in Kombination
mit Protease S-02 nicht zu einer erhdhten Freisetzung an Stickstoff beitrug, ebenso eine
chemisch/ enzymatische Hydrolyse, wurde fur weitere Experimente lediglich das Enzym Protease
S-02 mit einer Hydrolyse-Zeit von 24 h verwendet und durchgefiihrt. Dabei enthalt das jeweilige
Hydrolysat auch ausreichend Phosphat (9,9 g L' im Schlamm- und 6,5 g L' im Shrimp-
Hydrolysat).
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Verfugbare Kohlenhydrate wurden in den verschiedenen Hydrolysaten nicht nachgewiesen
(Tabelle 2), so dass dem Medium flr die heterotrophe Kultivierung von G. sulphuraria
Kohlenhydrate in Form von Glukose zugesetzt werden.

Tabelle 2: Charakterisierung der Reststoffe aus der Aquakultur (Abwasser, Schlamm und Shrimp) vor (0 h) und nach
der hydrolytischen Behandlung (24 h) (n. d. = nicht nachgewiesen).

Komponente Abwasser Schlamm Shrimp
[gL"]

Marz 2024 Marz 2024 Juli 2024 August 2024 Marz 2024
Hydrolyse Zeit Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h
Kohlenhydrate n. d. n. d. n. d. n.d n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
(HPLC)
Essigsaure n. d. n. d. n. d. n. d. 0,95 0,95 0,6 0,6 0,46 0,46
(HPLC)
Freier Amino- 0,003 | 0,011 0,035 0,156 0,074 0,203 0,087 0,192 0,436 1,174
Stickstoff (FAN)
Phosphat 0,027 | 0,029 | 10,357 9,79 5 4,65 8,811 8,647 2,578 3,844

Neben Phosphat und freiem Aminostickstoff enthalt das Schlamm- und Shrimp-Hydrolysat auch
Essigsaure, welche das Wachstum von G. sulphuraria beeinflussen kann, so dass die eingesetzte
Hydrolysat-Konzentration als Substrat fir die Kultivierung angepasst werden muss. Der Schlamm
enthalt, je nach Lieferung, unterschiedlich viel Essigsaure (0 g L™ im Marz, 0,95 g L' im Juli und
0,6 g L' im August), dies hangt, wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben, mdglicherweise damit
zusammen, wie trocken bzw. feucht der Schlamm ist, bei welcher Temperatur dieser gelagert
wurde und welche saisonalen Einflisse (Winter/ Sommer) dazu beitragen, dass organische Stoffe
variieren.

3.3.3 Heterotrophe Kultivierung von Galdieria sulphuraria

3.3.3.1 Kolbenversuche zur Optimierung des Algenwachstums

Die Hydrolysate wurden als Substrat fur das Wachstum von G. sulphuraria mit unterschiedlichen
Konzentrationen getestet. Beginnend erfolgte die Kultivierung mit den Reststoffen Schlamm und
Shrimp aus der Aquakultur vom Marz 2024.

3.3.3.1.1 Reststoffe aus der Aquakultur vom Méarz 2024

12



Schlamm-Hydrolysat Shrimp-Hydrolysat

9 9

8 8

7 7

6 o0 6
€

55 S5
a4 3

8 g

3 3

2 2

1 1

0 I S ———

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
+25%W/WG|C 50%W/OG|C o 25%W/0 Glc 25%W/WG|C
+50%W/WG|C+75%W/WGIC PN SO%W/O Glc —.—SO%W/WGlC

—@— 75 % w/o Glc —@—75 % w/w Glc
B 25 % 50 % 75 % 25 % 50 % 75 %
Glc + - + + Gle - + - +
2t i E' y \_:*a?“‘ ~. ot j““ > M‘“, 2 /‘:.-. ;’j
3t ) e - 3t g S a&t 2 & = )

T N N Tt P N N

Abbildung 7: Heterotrophe Kultivierung von G. sulphuraria in Schlamm- und Schrimp-Hydrolysat mit unterschiedlicher
Konzentrationen (25 %, 50 % und 75 %) mit (w/w) und ohne (w/0) 2,5 g L' Glucose (Glc). A: Wachstumskurven
(OD7s0nm) von G. sulphuraria und B: Wachstum von G. sulphuraria in Kolben zu verschiedenen Zeitpunkten (nach 2, 3
und 7 Tagen).

Im Schlamm-Hydrolysat (25 % und 50 %) verlief das Wachstum von G. sulphuraria von Tag 0 bis
3 exponentiell (Abbildung 7A), mit zunehmenden Pigmentgehalt (griin) des Kulturmediums im
Kolben (Abbildung 7B) an Tag 3. Mit zugesetzter Glukose (z.B. Schlamm-Hydrolysat 50 %) konnte
ein héhere Wachstumsrate mit 1,36 statt 1,17 pro Tag beobachtet werden. Eine hdhere
Schlammkonzentration (75 %) senkt hingegen die Wachstumsrate (0,9 Tag™). Nach Tag 3 der
Kultivierung erreichten die Algen, moglicherweise aufgrund von Limitation an Glukose (Abbildung
8A) und an freiem Aminostickstoff (Abbildung 8B) die stationare Phase. Phosphat blieb wahrend
der Kultivierung unberahrt (Abbildung 8C).

Im Shrimp-Hydrolysat konnte lediglich bei einer Konzentration von 25 % ein Wachstum von G.
sulphuraria (Abbildung 7A und 7B), bei gleichzeitigem Glukose- und FAN-Verbrauch (Abbildung
8A und 8B), an Tag 7 beobachtet werden. Auch hier ist die Wachstumsrate an Tag 7 mit Glukose
im Medium hoher (0,64 Tag™') als ohne (0,45 Tag™).
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Abbildung 8: Verbrauch von A: Glukose, B: freiem Aminostickstoff (FAN) und C: Phosphat wéhrend der heterotrophen
Kultivierung von G. sulphuraria in Schlamm- (25 %, 50 % und 75 % ) und Schrimp-Hydrolysat (25 %) ohne (w/0) und
mit (w/w) Glukose.

Aufgrund der Ergebnisse wurde zunachst eine geeignete Schlammkonzentration von 50 % mit
Glukose fur die Kultivierung von G. sulphuraria im 4 L-Mal3stab ausgewahlt.

3.3.3.1.2 Reststoffe mit Schlamm von Juli 2024

Fur die Kultivierung von G. sulphuraria im 4 L- und 0,5 L-Mal3stab wurde ein neuer Batch an
Schlamm (Lieferung Juli 2024 ) als Substrat genutzt. Dabei wurde eine Schlammkonzentration von
50 % als Substrat mit Glukose, wie aus den Kolbenversuchen hervorging, verwendet.
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Abbildung 9: Heterotrophe Kultivierung von G. sulphuraria in 50 % (v/v) Schlamm-Hydrolysat mit (w/w) Glukose.

Mit einer Schlammkonzentration von 50 % konnte bei der Kultivierung im 4 L- und 0,5 L-Malstab
kein Wachstum von G. sulphuraria beobachtet werden (Abbildung 9A). Mdéglicherweise hat die
enthaltene Essigsdure (etwa 0,5 g L' bzw. 8,33 mM, Abbildung 9C), die nicht im
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Schlammhydrolysat zuvor (Marz 2024) enthalten war, einen inhibitorischen Effekt auf das
Algenwachstum. Aus der Literatur ist bekannt, dass aliphatische Sauren, wie Essigsaure, schon
in mikromolaren Konzentrationen dazu flihren kénnen, fir Acidophile, tédlich zu sein. Bei
niedrigem pH-Wert liegt die organische Saure als undissoziiertes, lipophiles Molekul vor und
gelangt durch die Zellmembran in das Zellinnere mit neutralem pH-Wert, wo sie dissoziiert, zur
intrazellularen Ansauerung fuhrt, und die Zelle zerstort [1].

Aufgrund der Ergebnisse wurde ein neuer Batch Schlamm (August 2024) genutzt und die
eingesetzte Konzentration als Substrat fir die Kultivierung untersucht.

3.3.3.1.3 Reststoffe mit Schlamm von August 2024

Zunachst wurde in Kolbenversuche eine geeignete Konzentration von Schlammhydrolysat fir die
Kultivierung von G. sulphuraria untersucht. Da das Schlammhydrolysat bereits 0,6 g L™
Essigsaure enthielt und bekannt war, dass eine Essigsaurekonzentration von 0,5 g L™ zu einer
Inhibierung des Algenwachstums fihrt, wurden erneut Verdinnungen von 25 %, 50 % und 75 %
untersucht (Abbildung 10).

A B
7 0,12
6 0,1
5 ¢ —® 008 '—/—'/’/‘

£4 -

& , 220,06
b

© 5 < 0,04

0 0

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Zeit [t] Zeit [t]
C D

2,5 0,3

2 — 0,25

- = 0,2
~, 1,5 >

00 g 0,15
] o

o B 0,1

0,5 < 0,05

0 0

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Zeit [t] Zeit [t]
—8— 25 % Schlamm 50% Schlamm  —@—75% Schlamm

Abbildung 10: Wachstum von G. sulphuraria in unterschiedlichen Schlammkonzentrationen (25 %, 50 % und 75 %) vom
August 2024. A: Wachstumskurve anhand der ODz7sonm, B: Freier Aminostickstoff (FAN), C: Glukoseverbrauch und D:
Essigséureabbau Uiber die Zeit.

15



Aus dem Versuch geht hervor, dass eine Essigsaurekonzentration von 0,28 g L' im
Schlammhydrolysat mit 75 % einen Einfluss auf das Algenwachstum hat. Erst nach Abbau der
Saure (< 0,2 g L Essigsaure, nach Tag 4), zeigte G. sulphuraria Wachstum. Je niedriger die
Essigsaurekonzentration im Substrat und damit je verdiinnter das Hydrolysat ist, umso grofer ist
die Wachstumsrate von G. sulphuraria wahrend der Kultivierung (Wachstumsrate 25 % Schlamm
1,29 Tag™ und 50 % Schlamm 0,96 Tag™).

Weiterfuhrend wurde untersucht, ob ein Substratgemisch aus Schlamm- und Shrimp-Hydrolysat
zu einer gesteigerten Wachstumsrate von G. sulphuraria fuhrt. Da auch das Shrimp-Hydrolysat
Essigsaure enthalt (siehe Tabelle 2) wurden Schlamm-Konzentrationen von 15%, 25 %, 35 % und
50 % in Kombination mit 10 % Shrimp-Hydrolysat als Substrat eingesetzt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Wachstums von G. sulphuraria in Schlamm-Hydrolysat (15 %, 25 %, 35 % und 50 %) sowie Schlamm-
und Shrimps (10 %)-Hydrolysat mit Glukose. A und B: Wachstumskurven (ODz7sonm) von G. sulphuraria. C und D:
Wachstum von G. sulphuraria in Kolben zu verschiedenen Zeitpunkten (nach 2, 3 und 7 Tagen).

G. sulphuraria zeigt sowohl im Schlamm-Hydrolysat als auch in Kombination von Schlamm- und
Shrimp-Hydrolysat eine héhere Wachstumsrate je verdinnter das Schlamm-Hydrolysat als
Substrat und damit je weniger Essigsaure enthalten ist. Durch das Mischen von Schlamm- und
Shrimphydrolysat liel} sich das Wachstum der Alge im Vergleich zum Schlamm-Hydrolysat
insgesamt steigern (Abbildung 11B und 11D). Dies kann damit begrindet werden, dass aufgrund
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des Shrimp-Hydrolysats etwa 4-mal so viel freier Aminostickstoff im Medium vorliegt (Daten nicht
gezeigt) und das Zellwachstum von G. sulphuraria beglnstigt.

3.3.3.2 Batch-Fermentation

Anhand der Ergebnisse im Kolbenversuch wurde eine Batch-Fermentation im 4 L-Mal3stab mit
einem Substratgemisch bestehend aus 25 % Schlamm- (August 2024) und 10 % Shrimp-
Hydrolysat sowie 10 g L' Glukose durchgefiihrt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Wachstum von G. sulphuraria in 25 % Schlamm- und 10 % Shrimp-Hydrolysat mit Glukose im A: 0,04 L-
Kolbenversuch und B: 4 L-MaBstab (Sartorius Bioreaktor).

Im 0,04 L-MaRstab (Abbildung 12A) verlief von Tag 0 bis Tag 4 das Wachstum von G. sulphuraria
exponentiell. Wahrend dieser Phase wurde der Gehalt an Essigsaure (AcOH) gesenkt und die
Nahrstoffe Glukose und Stickstoff von der Mikroalge verstoffwechselt. An Tag 7 lag jedoch eine
Nahrstofflimitation (Glukose und FAN) vor, so dass das Algenwachstum stagnierte bzw. sank.
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Im 4 L-Mafstab (Abbildung 12B) sank der Essigsauregehalt im Kulturmedium ebenfalls innerhalb
der ersten 4 Tage. Das Wachstum von G. sulphuraria und damit die Verstoffwechselung von
Nahrstoffen beschleunigte sich jedoch erst nach einer erhéhten Durchmischung mit Luftsauerstoff
(Tag 7).

3.3.3.3 Fed batch Fermentation

Nachfolgend wurden die Versuche im Fed batch Prozess durchgeflhrt, da die Nahrstoffe im Batch
Prozess (Kolbenversuche) schnell limitiert waren und es einer Zuflitterung von Nahrstoffen,
bereits an Tag 3 und 4 (exponentielle Wachstumsphase) bedarf. In einem 5 L-Bioreaktor wurde
die Kultivierung mit einem 1 L-Arbeitsvolumen (15 % Schlamm- und 10 % Shrimp-Hydrolysat, 10
g L' Glukose) gestartet (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Wachstum von G. sulphuraria in 15 % Schlamm- und 10 % Shrimp-Hydrolysat im Fed batch-Prozess.
Die Zufiitterung von Medium erfolgte an Tag 3 (300 mL) und 4 (400 mL) mit einer Flussrate von 278 uL mim™" mit einem
Konzentrat von 70 % Schlamm-, 30 % Shrimp- Hydrolysat und 22,5 g L-' Glukose. A: Wachstumskurve, B: Kulturbriihe
und Extrakt von Phycocyanin nach unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten. C: Gefriergetrocknete Biomasse von
Galdieria sulphuraria nach 10 Tagen Kultivierung.

Das exponentielle Wachstum von G. sulphuraria im Fed batch Prozess wurde anhand der OD7sonm
von Tag 0 bis Tag 4 mit einer Wachstumsrate von 1,24 Tag™" beobachtet. Von Tag 0 zu Tag 3
wurden 5,73 g L' Glukose und 0,085 g L' FAN verstoffwechselt, so dass nur noch wenige
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Nahrstoffe im Medium vorlagen (3,13 g L™ Glukose und 0,02 g L' FAN) und eine Zufiitterung
erfolgte. Von Tag 4 zu Tag 5, nach Zufatterung von 700 mL Hydrolysat-Konzentrat (70 % Schlamm,
30 % Shrimp und 22,5 g L' Glukose) lag eine theoretische Hydrolysatkonzentration von 31 %
Schlamm und 13 % Shrimp im Kulturmedium vor und fihrte méglicherweise dazu, dass das
Wachstum der Mikroalge stagnierte bzw. sich an die Bedingungen adaptierte und anschlielsend
von Tag 5 zu 7 weiteres Wachstum zeigte. Am Tag 10 wurde der Versuch beendet und die
Biomasse geerntet und gefriergetrocknet (Abbildung 13C).

Unter heterotrophen Bedingungen wurde im Fed batch Prozess wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase (Tag 3 und 4) die héchste Konzentration (33 mg L™" an Tag 3 und 39 mg L™ an
Tag 4) und Ausbeute (8,36 mg g™ Trockengewicht an Tag 3 und 6,41 mg g Trockengewicht an
Tag 4) an Phycocyanin bestimmt (Abbildung 13B und Tabelle 3).

Tabelle 3: Phycocyaninkonzentration und -ausbeute wéhrend der Fed batch Kultivierung von G. sulphuraria.

Tag 0 3 4 5 6 7 10
Phycocyanin PE [g L] / | 0,033 | 0,039 | 0,024 | 0,022 | 0,025 | 0,023
Ausbeute PE [mg g'] / 8,36 6,41 4,19 3,55 4,06 3,71

Im Folgenden wurden zwei weitere Fed batch Kultivierung (Fermentation 2 und 3) mit Schlamm-
und Shrimp-Hydrolysat durchgefihrt. Fir die 2. Fermentation wurden die gleichen Hydrolysate
wie fur die 1. Fermentation verwendet (Tabelle 4). Die Hydrolysate fir die 3. Fermentation zeigen
geringflgige Unterschiede hinsichtlich des freigesetzten FAN und Phosphat, was damit begriindet
werden kann, dass es sich um Naturprodukte (Schlamm- und Shrimps-Reststoffe) handelt und es
dadurch zu Schwankungen in der Zusammensetzung der Inhaltsstoffe kommen kann.

Tabelle 4: Charakterisierung der Schlamm- und Shrimp-Hydrolysate fiir die Durchfiihrung der Fed batch Fermentation
in Dreifachbestimmung (1-3).

Hydrolysat | Fermentation FAN [g L] Phosphat [g L]
Oh 24 h Oh 24 h

Schlamm |1und 2 0,087 0,192 8,811 8,647
3 0,066 0,159 | 5425 7,922

Shrimp  |1und 2 0,385 063 | 2,578 3,844
3 0,436 1,054 2,89 2,93

Die drei Fermentation enthielten durch Mischen des Schlamm- und Shrimp-Hydrolysates zu
Beginn der Kultivierung eine vergleichbare Menge an FAN (1. 0,105 g L™, 2. 0,109 g L"" und 3.
0,108 g L") und Phosphat (1. 1,438 gL, 2. 1,414 gL' und 3. 1,36 g L™"). Mit diesen Bedingungen
zeigte G. sulphuraria einen ahnlichen Wachstumsverlauf (Abbildung 13). Dabei erfolgte bei den
Fermentationen 1 und 2 eine Zufitterung mit einem Hydrolysat-Konzentrat bestehend aus 70 %
Schlamm, 30 % Shrimp und 22,5 g L' Glukose an Tag 3 (300 mL) und 4 (400 mL) und bei der
Fermentation 3 an Tag 3 (300 mL) und 7 (400 mL).
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Abbildung 14: Wachstumskurve von G. sulphuraria in 15 % Schlamm- und 10 % Shrimp-Hydrolysat im Fed batch-
Prozess (Dreifachbestimmung). Die Zufiitterung mit einem Hydrolysat-Konzentrat (70 % Schlamm- und 30 % Shrimp-
Hydrolysat sowie 22,5 g L"! Glukose) erfolgte wéhrend der Fermentation 1 und 2 an Tag 3 (300 mL) und 4 (400 mL)
und wéhrend der Fermentation 3 an Tag 3 (300 mL) und 7 (400 mL).

Wahrend der Fed batch Kultivierung von G. sulphuraria in Dreifachbestimmung wurde von Tag 0
zu Tag 4 eine vergleichbare Wachstumsrate anhand der OD7sonm von 1,24 Tag™ (1.), 1,24 Tag™’
(2.) und 1,31 Tag' (3. Fermentation), im Durchschnitt von 1,26 Tag' erzielt, was einer
Verdopplungszeit von 13,9 Stunden (1.), 14,0 Stunden (2.) und 12,7 Stunden (3. Fermentation),
im Durchschnitt von 13,5 Stunden entspricht. Nach 7 Tagen wurden im Durchschnitt 6,49 g L™
Biomasse gebildet (6,34 gL' (1.), 6,18 g L' (2.) und 6,94 g L (3. Fermentation)). Nach 10 Tagen
unterschied sich die Biomassenkonzentration von Fermentation 1 und 2 (6,23 g L™ (1.) und 6,39
g L' (2.)) zu Fermentation 3 mit 9,14 g L. Durch die spatere Zufiitterung wahrend der
Fermentation 3, an Tag 7 statt an Tag 4 (400 mL Hydrolysat-Konzentrat), konnten insgesamt 2,83g
L' mehr Biomasse gewonnen werden. Mdglicherweise wurde durch die spatere Zufiitterung (nach
7 Tagen) eine Akkumulation von Nahrstoffen, wie nach Tag 4 bei den Fermentationen 1 und 2, die
sich eventuell negativ auf das Wachstum von G. sulphuraria ausibt, verhindert.

AnschlieBend wurde die Biomasse geerntet, gefriergetrocknet und mittels NIR charakterisiert
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Charakterisierung der G. sulphuraria Biomasse mittels NIR.

Komponente [%, wiw]

G. sulphuraria Biomasse

(nach der Fermentation) | Kohlenhydrate Proteine Lipide | Asche
1 3,20 61,68 8,64 6,64
2 6,97 61,42 8,30 7,18
3 n. d. 47,11 7,00 | 13,44

Die produzierte Biomasse der extremophilen Mikroalge G. sulphuraria zeigt einen Proteingehalt
von 47-62 % (w/w) sowie einen Lipidgehalt von etwa 7-8,6 % (w/w). Nur wenige Kohlenhydrate,
durchschnittlich 5 % (w/w) der Biomasse, konnten nach der Kultivierung 1 und 2 gemessen
werden.
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3.3.4 Kultivierung von Galdieria sulphuraria unter variierenden Bedingungen

3.3.4.1 Supplementierung von Ammoniumsulfat

Im Fed batch-Verfahren wurde die Alge beginnend mit einem 1 L-Arbeitsvolumen (15 % Schlamm-
und 10 % Shrimp-Hydrolysat, 10 g L' Glukose) kultiviert und mit Ammoniumsulfat supplementiert
(ab Tag 4). Die zusatzliche Zufltterung von Ammoniumsulfat diente der Vermeidung einer
Stickstofflimitierung. Durch die ausreichende Stickstoffquelle sollte ein optimales Wachstum der
Alge gewahrleistet werden. Zudem wurden Schlamm- und Shrimp-Hydrolysat sowie Glukose
zugegeben.
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Abbildung 15: Wachstumskurve von Galdieria sulphuraria im Fed batch-Verfahren mit dynamischer Zufiitterung von
vier Néhrstofflésungen (Feed 1-4).

Zu Beginn der Kultivierung von Tag 0 bis 4 (Batch-Phase) zeigte G. sulphuraria eine vergleichbare
Wachstumsrate von 1,3 Tag™ mit einer Verdopplungszeit von 12,8 Stunden wie in Experimenten
zuvor (siehe 2.2.3.3.). An Tag vier, wo die Nahstoffkonzentration sank (siehe Abbildung 16),
erfolgte eine Zufutterung einer frischen Nahrstofflosung (Feed 1), bestehend aus Schlamm- und
Shrimp-Hydrolysat, Glukose sowie Ammoniumsulfat (Tabelle 6). Dadurch wurde eine
Substratlimitierung vermieden. In weiteren Intervallen erfolgte eine Nahrstoffzugabe (Feed 2 an
Tag 8, Feed 3 an Tag 11 und Feed 4 an Tag 18), so dass eine verlangerte Kulturzeit erméglicht
wurde. G. sulphuraria passte sich den verandertem Volumen und Hydrolysatkonzentration an und
erreichte bis Tag 22 eine Biomasse von 11,9 g L.
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Abbildung 16: Néhrstoffverlauf wéhrend der Fed batch-Kultivierung von Galdieria sulphuraria. Vier Néhrstofflosungen
wurden der Kultur zugegeben, Feed 1 an Tag 4, Feed 2 an Tag 8, Feed 3 an Tag 11 und Feed 4 an Tag 18. Der Kultur
wurden Schlamm- und Shrimp-Hydrolysat, Glukose und Ammoniumsulfat zugefiittert.

Wahrend der Fed batch-Kultivierung erfolgte die Nahrstoffzugabe, je nach Verbrauch durch G.
Sulphuraria, in variablen Zeitabstanden (Feed). Nach der beginnenden Batch-Phase erfolgte die
erste Zufitterung (Feed 1). Uber 24 Stunden wurden 400 mL Nahrlésung bestehend aus
Schlamm- (70 %) und Shrimp-Hydrolysat (30 %) sowie Glukose (Endkonzentration 15 g L") und
Ammonium (Endkonzentration 0,4 g/L) in Form von Ammoniumsulfat zugefuhrt. Die genaue
Zusammensetzung der jeweiligen Nahrstofflosung ist der Tabelle 6 zu entnehmen. Drei weitere
Futterung erfolgten wahrend der Kultivierung der Alge.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Zufiitterung von vier Né&hrstofflésungen (Feed 1-4) und deren genaue
Zusammensetzung aus Schlamm- und Shrimp-Hydrolysat, Glukose und Ammoniumsulfat.

Feed 1 2 3 4
Tag 0 4 8 11 18
Arbeitsvolumen [mL] 1000 | 1400 | 1750 | 2160 | 2500
Schlamm Hydrolysat [mL] 150 280 280 280 156
Shrimp Hydrolysat [mL] 100 120 120 120 48
Demineralisiertes Wasser, pH 1,8 [mL] | 750 / / / 196
Glukose [g] 10 21 26,25 | 15,12 | 32,5
Ammoniumsulfat [g] / 2,1 0,66 0,81 1,69
Schlamm-Hydrolysat-Endkonz. [%] 15 20 32 39 39
Shrimp-Hydrolysat-Endkonz. [%] 10 9 14 17 17

Der Tabelle 6 ist zu entnehmen, dass durch die Zufutterung mit Nahrlésung das Arbeitsvolumen
von 1 L auf 2,5 L gestiegen ist. Die 2,5 L Kultur wurde am Tag 22 geerntet, gefriergetrocknet und
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die Zusammensetzung von G. sulphuraria mittels NIR bestimmt. Die Biomasse enthalt 50,6 %
Protein und 6,2 % Fett.

Dieser Ansatz ermdglichte eine Kultivierung mit adaquater Stickstoffversorgung.

3.3.4.2 Kontinuierliche Kultivierung unter Stickstofflimitierung
Ein weiterer Versuch sollte zeigen, wie sich eine limitierende Stickstoffkonzentration auf die
Wachstumsdynamik und die Zusammensetzung der Biomasse von G. sulphuraria auswirkt.

Hierzu wurde eine kontinuierliche Kultivierung der Alge beginnend mit Standardmedium,
Galdieria-Medium, durchgefihrt (Abbildung 17 und 18).
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Abbildung 17: Wachstumskurve von Galdieria sulphuraria unter Stickstofflimitierung. Von Tag 3 bis 7 erfolgte eine
kontinuierliche Kultivierung (CF), eine Zufuhr von Néhrstoffen ohne Ammoniumsulfat.

Bei dieser Kultivierung zeigte die Alge wahrend der beginnenden Batch-Phase (Tag 0 bis 4) erneut
eine Wachstumsrate von 1,35 Tag™' mit einer Verdopplungszeit von 12,3 Stunden. Ab Tag 3 wurde
die Kultur kontinuierlich mit frischem Nahrmedium, jedoch ohne Ammoniumsulfat, versorgt. Ab
Tag 4 zeigt G. sulphuraria eine reduzierte Biomassenproduktion, nach 10 Tagen konnte lediglich
eine Biomasse von 4,9 g L™ erreicht werden. Eine Begriindung dafiir ist, dass Stickstoff essenziell
fur den Aufbau von Aminosdauren und Proteinen ist. Bei Mangel findet eine geringe Zellteilung
statt, so dass die Biomassenkonzentration sinkt.
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Abbildung 18: Néhrstoffverlauf wéhrend der kontinuierlichen Kultivierung (CF) von Galdieria sulphuraria. Die Kultur
wurde ab Tag 3 kontinuierlich mit frischem Standardmedium ohne Ammoniumsulfat gefiittert, gleichzeitig wurde
Kultufliissigkeit mit Zellen entnommen, so dass das Volumen konstant blieb.

Wahrend der kontinuierlichen Kultivierung wurde das Standardmedium ohne Ammoniumsulfat
unter standigen Zufluss geflttert und gleichzeitig Kulturflissigkeit entnommen. Glukose und

Phosphat wurden je nach Verbrauch angepasst (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammenfassung des zugefiihrten Ndhrmediums ohne (w/o) Ammoniumsulfat, bei konstantem Volumen.

Kontinuierliche Fermentation (CF) 1 2 3 4
Tag 0 3 4 5 6
Arbeitsvolumen [mL] 1500 | 1490 | 1480 | 1470 | 1460
Galdieria-Medium w/o Ammoniumsulfat | 1500 | 125 350 350 350
[mL in/out]

Glukose [g] 15 15 15
Phosphat KH2PO4 [g] 0,4 0,225

Durch die Entnahme von Kulturflissigkeit mit Algen, konnte Biomasse geerntet, gefriertrocknet
und die Zusammensetzung von G. sulphuraria mittels NIR gemessen werden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Zusammensetzung der Biomasse von Galdieria sulphuraria an verschiedenen Entnahmezeitpunkten.

Zeit [d] | Komponente [%, wiw]

Kohlenhydrate Proteine Fett Asche
5 43,96 18,50 0,36 6,18
6 44,16 13,80 0,25 8,34
7 43,29 14,53 0,36 6,99
10 49,06 12,49 0,61 7,00
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Die Biomasse von G. sulphuraria zeigt unter Stickstofflimitierung einen sehr hohen Anteil an
Kohlenhydraten (> 43 %). Die Kohlenhydrate nahmen mit fortlaufender Kultivierung um weitere 6
% zu und erreichten an 10 Tagen 49 %, wohingegen der Anteil an Protein in der Biomasse um 6
% abnahm (von 18,5 % auf 12,5 %). G. sulphuraria ist extremophil und sehr flexibel, so dass die
Alge unter Stickstoffmangel von einer proteinreichen Biomassenproduktion (siehe 2.2.3.3 bzw.
2.2.4.1) auf die Akkumulation von Kohlenhydraten, als Speicherstoff, umschaltet. Insgesamt
wurde unter Stickstoffmangel weniger Algenbiomasse produziert, aber mit einer energiereichen
Zusammensetzung.

3.4 Zusammenfassung

Die Reststoffe aus der Aquakultur kénnen als Substrat fur die Kultivierung von G. sulphuraria
genutzt werden. Eine Analyse der Substratzusammensetzung ist dabei empfehlenswert. Da
hinsichtlich der saisonal enthaltenen Essigsaure, eine hohere Konzentration von 0,2 g L™
wahrend der Kultivierung, nach den vorliegenden Ergebnissen, nicht eingesetzt werden sollte. Ein
optimales Wachstum mit einer Wachstumsrate von 1,26 Tag™” von G. sulphuraria wurde im Fed
batch Prozess beginnend mit einem Substratgemisch aus 15 % Schlamm- und 10 % Shrimp-
Hydrolysat sowie den Zusatz von Glukose erzielt. Nach 7 Tagen konnte eine durchschnittliche
Biomasse von 6,49 g L' gewonnen werden. Die Zusammensetzung der G. sulphuraria-Biomasse,
welche in Gegenwart von hydrolysierten Reststoffen aus der Aquakultur produziert wurde, ergab
einen Proteingehalt von 47-62 % (w/w), einen Lipidgehalt von 7-8,6 % (w/w) sowie einen
Kohlenhydratgehalt von 0-7 % (w/w). Dabei produzierte die Alge G. sulphuraria das wertvolle
Pigmente Phycocyanin.

Fur eine verlangerte Kultivierungsdauer von G. sulphuraria erweisen sich die im Hydrolysat aus
Aquakultur-Reststoffen enthaltenen Stickstoffverbindungen als nicht ausreichend, so dass eine
zusatzliche Stickstoffzufuhr erforderlich ist. Ein Stickstoffmangel wirde zur Biomassenreduktion
mit Anreicherung von Kohlenhydraten in der Biomasse fuhren.

Fur die Kultivierung von G. sulphuraria auf organischen Reststoffen aus Aquakulturen wird
folgende Strategie abgeleitet:

1. Organische Reststoffe aus der Aquakultur (Abwasser, Schlamm und Garnelenabfalle
(Képfe und Schalen)) kénnen als Substrat fir die Kultivierung genutzt werden.

2. Hydrolyse der organischen Reststoffe mittels Protease-S02.

3. Optimale Wachstumsbedingungen unter Verwendung eines Substratgemisch aus
Schlamm- und Schrimp-Hydrolysat sowie den Zusatz von Glukose und Ammoniumsulfat.

4. Analyse der Substratzusammensetzung hinsichtlich der saisonal enthaltenen Essigsaure
(<0,2gL™M.

3.5 Produkt- und Prozessbewertung sowie Scale-Up-Strategie (AP 3)
Die Nutzung von Reststoffen aus Aquakulturen fir die Kultivierung der Mikroalge G. sulphuraria
weist 6kologische, technische und wirtschaftlichen Vorteile auf.

Sowohl in Deutschland als auch in Vietnam bietet die Algenkultivierung, insbesondere
nahrstoffreicher Abwéasser bzw. Reststoffe aus der intensiven Fisch- und Garnelenproduktion,
Nahrstoffrickgewinnung und Wasserqualitatsverbesserung. G. sulphuraria nutzt Stickstoff- und
Phosphorlberschiisse  und reduziert damit potenzielle = Umweltbelastungen. Die
Wertschdpfungskette von Algenbiomasse auf Basis von Aquakultur-Reststoffen ermdglicht eine
nachhaltige Nutzung vorhandener Ressourcen und erdffnet zugleich neue Potenziale fir den
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Einsatz als Futtermittel. Algen kénnen als Proteinquelle oder Zusatzstoff dienen und langfristig zur
Ernahrungssicherheit beitragen. Das Projekt starkt das Bewusstsein fur Kreislaufwirtschaft und
ressourcenschonende Produktion.

Dadurch, dass G. sulphuraria eine extremophile Rotalge ist und sehr niedrige pH-Werte (pH <2)
und hohe Temperaturen toleriert, ist eine sterile Kultivierung nicht unbedingt notwendig, was die
Kosten und technischen Aufwand erheblich reduzieren. Ein weiterer Vorteil ist, dass die
heterotrophe Kultivierung der Alge kein Licht benétigt und somit unabhangig von
Beleuchtungssystemen betrieben werden kann.

Durch die Optimierung der Kultivierung konnte eine Algenbiomassenkonzentration von G.
sulphuraria von 12 g L' erreicht werden. Dafiir wurden verschiedene Zufiitterungen mit
angepasster Nahrstoffkonzentration untersucht.

Ein digitales Modell half dabei optimale Parameter fir ein integriertes Aquakultur-Algen-System
abzuleiten (siehe Abbildung 19) wodurch die Region, die stark von Aquakultur abhangig ist,
Okologisch entlastet und wirtschaftlich stabilisieret werden konnte.

Aquakultur-Algen-System

Aquakultur-Reststoffe
¥
Nahrstoffanalyse —* Digitale Prozessmodellierung
¥ y 4 \
Algenkultivierung Simulation Wachstum und
L 2 | )
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Biomassenproduktion/
Wertschopfung J
. 2 AN Vorhersage Biomasse
Optimierung/ Upscaling

Abbildung 19: Ein kombiniertes Aquakultur-Algen-System ermdéglicht die Optimierung der Ndhrstoffnutzung, Vorhersage von
Biomasseertrégen und ist eine Entscheidungsunterstiitzung fiir Upscaling.

Die Vorteile der Algenkultivierung auf Reststoffen der Aquakultur lassen sich in einer digitalen
Prozessmodellierung abbilden, die das ifak Magdeburg durchfihrte. In diesem Prozess wurden
Stoffstrome, biologische Wachstumsprozesse und technische Betriebsparameter verknUpft.
Durch die Modellierung von Nahrstoffflissen und Algenwachstum entstand ein simulationsfahiges
Prozessmodell, das Optimierungen aufzeigte. Die digitale Abbildung unterstitzte damit eine
effiziente Planung und Weiterentwicklung des Aquakultur-Algen-Systems.

Wahrend des Projekts wurde die Algenkultur G. sulphuraria mehrfach an die Ho Chi Minh City
University of Technology (HCMUT) in Vietnam Ubermittelt, um dort die Alge zu kultivieren. Die
Kultivierungsbedingungen und Prozessschritte wurden vermittelt, sodass die Verfahren
eigenstandig durchgefihrt werden konnten. Durch diesen kontinuierlichen Austausch fand ein
effektiver Wissenstransfer statt, der die gemeinsame Forschungs- und Entwicklungstatigkeit
nachhaltig starkte. Auf diese Weise leistet das Projekt einen nachhaltigen Beitrag zur regionalen
Expertise und zur langfristigen Zusammenarbeit.
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4. Wichtige Positionen des zahlenmaligen Nachweises,
Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten
Projektarbeit

Die im Vorhaben geplanten Untersuchungen des ILU konnte im Rahmen der Kostenplanung
erfolgreich abgeschlossen werden. Die wichtigsten Positionen des zahlenmalligen Nachweises
umfassen Personalkosten, Kosten fur Verbrauchsmaterial sowie die Teilnahme an Konferenzen.

5. Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse, Fortschreibung

des Verwertungsplans
Im Rahmen des Projekts konnte das ILU erfolgreich verwertbare Ergebnisse aus der Kultivierung
der Alge G. sulphuraria auf Reststoffen aus Aquakulturen fir das digitale Prozessmodell
bereitstellen.  Zur  Unterstitzung der  Prozessmodellierung  wurden  verschiedene
Kultivierungsansatze im Labormalstab durchgeflihrt.

Die Kompetenzen hinsichtlich der Nutzung aquakultureller Reststoffe und der Kultivierung der
Alge wurden im Projekt gezielt ausgebaut. Darauf aufbauend lieBen sich optimale
Substratparameter aus den verfiigbaren Reststoffen der Aquakultur ableiten.

Die experimentell erhobenen Daten dienen der Parametrisierung, Validierung und Verbesserung
des digitalen Prozessmodells (ifak Magdeburg). Der reale Prozessverlauf kann dadurch prazise
abgebildet werden.

Der Wissenstransfer wird gezielt in entsprechenden Netzwerken organisiert, um den Austausch
und die Weiterentwicklung der Ergebnisse zu férdern. Beim DACH Algen Summit Bern 2024 und
bei der ,International Conference on Environmental Sustainability & Green Technology® in Binh
Duong, Vietnam 2025 wurden Zwischenergebnisse verdffentlicht.

Die Ergebnisse werden vom ILU in Zusammenarbeit mit dem ifak Magdeburg verdffentlicht.
Publikationen sind geplant.

Durch das Projekt wurden wesentliche Grundlagen flr weiterfliihrende Forschungsarbeiten sowie
fur praxisorientierte Anwendungen im Bereich der Mikroalgenkultivierung geschaffen. Das
erworbene Know-how unterstitzt die nachhaltige Profilierung des ILU als Partner fir
anwendungsorientierte Forschung.
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