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Modulare Produktion und Verwertung
frischer Mikroalgen

Ein Bioraffinerie-Ansatz fur Spirulina

Felix Krujatz, Richard Bleisch, Gunnar Mihlstadt, Gerd Hilpmann, Leander Seibel, Antonia Bétzold,
Oliver Dorr, Nicole Thorpe, James Thorpe, Claudia Siemer, Marc Schmidt, Jens Wedel, Sara Neumann,
Alexander Rudolph, Cornelia Rauh, Rayk Hassert, Juliane Steingrower

Abstract

Mikroalgen gewinnen in Europa als nachhaltige Rohstoffquelle fiir die Lebensmittelindustrie zunehmend an
Bedeutung. Fiir eine 6konomisch und 6kologisch wertschépfende Nutzung sind integrierte Konzepte zur
Produktion und Verwertung der Biomasse erforderlich. Dieser Artikel stellt Verfahrensinnovationen zur Pro-
duktion und Verarbeitung von frischer Spirulina-Biomasse vor. Im Fokus der Forschungsarbeiten stehen eine
ressourcenschonende Kultivierung mittels wassergekihlter LED-Beleuchtung, eine kontinuierliche Prozessfiih-
rung sowie ein neuartiger Downstream-Ansatz fur die Fraktionierung und Verwertung der Frischbiomasse,
um energieintensive Trocknungsverfahren zu vermeiden und die erndhrungsphysiologisch wichtigen Zellbe-
standteile zu erhalten. Insbesondere wurde der Einsatz gepulster elektrischer Felder (PEF) zur selektiven Ex-
traktion von Proteinen und des Farbstoffs Phycocyanin als erster verfahrenstechnischer Fraktionierungsschritt
untersucht. Die PEF-behandelte Restbiomasse fand Anwendung als funktioneller Bestandteil in Nassextrusi-
onsversuchen einer erbsenproteinbasierten Rezeptur. Die Ergebnisse unterstreichen das Potenzial des Bioraf-
finerieansatzes fur eine ganzheitliche Nutzung frischer Mikroalgenbiomasse in Lebensmittelanwendungen.
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Einleitung

Algen — Einordnung und ihre Rolle im
Okosystem

Algen sind eine vielfaltige Gruppe photosyn-
thetisch aktiver Organismen, die in aquati-
schen und terrestrischen Okosystemen vor-
kommen. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Grofse, Struktur, Lebensweise und Nutzung
werden sie in Mikro- und Makroalgen unter-
teilt. Mikroalgen sind mikroskopisch kleine,
meist einzellige Organismen, die entweder als
Einzelzellen oder in Kolonien auftreten. Sie
umfassen sowohl Cyanobakterien (Blaualgen)
als auch eukaryotische Mikroalgen (¢ Abbil-

dung 1).

Abb. 1: Mikroskopische Aufnahmen von links:
Cyanobakterium Limnospira maxima (Spi-
rulina) und rechts: Griinalge Chromochlo-
ris zofingiensis

Makroalgen sind vielzellige, makroskopische
Algen, die eine Grofse von wenigen Zentime-
tern bis zu mehreren Metern erreichen konnen
und in Braunalgen (Phaeophyceae), Rotalgen
(Rhodophyceae) bzw. Grunalgen (Chlorophy-
ceae) unterschieden werden. Makroalgen sind
V. a. in marinen Habitaten, vornehmlich an
Kiisten und Meeresboden beheimatet, wo sie
mit wurzeldahnlichen Strukturen (Rhizoiden)
u. a. Felsen und andere Oberflachen besiedeln.
Sowohl Mikro- als auch Makroalgen spielen
eine entscheidende Rolle fiir das okologische
Gleichgewicht sowie den globalen Kohlenstoff-
kreislauf, insbesondere durch die Fixierung
von atmospharischem Kohlendioxid und die
photosyntheseinduzierte Sauerstoffproduk-
tion [1]. Als Primarproduzenten sind Algen
die Basis mariner Nahrungsketten, bilden aber
auch den Lebensraum fiir eine Vielzahl mari-
ner (Mikro-)Organismen. Wahrend Makroal-
gen insbesondere in der asiatischen Kiiche eine
etablierte Zutat darstellen, ist die Nutzung
von Mikroalgen als Lebensmittel bislang nur
in begrenztem Umfang verbreitet [2].

Mikroalgen — Potenzial fiir gesunde
Lebensmittel

Die Verwendung von Mikroalgen als nahr-
stoffreiche Nahrungsquelle ist keine Errun-
genschaft der modernen Zeit, sondern lasst
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sich bereits in frihen Kulturen, u. a. im Reich der Azteken, nach-
weisen. Auch in der Gegenwart werden die gesundheitsfordern-
den Eigenschaften bestimmter Mikroalgenarten, insbesondere von
Spirulina und Chlorella, in verschiedenen Regionen der Welt (z. B.
Afrika, Japan) genutzt. Das vorliegende Kapitel bietet eine kom-
pakte Ubersicht {iber die wichtigsten ernahrungsphysiologisch re-
levanten und bioaktiven Komponenten von Mikroalgen und deren
potenzielle Anwendung als funktionelle Lebensmittelzutaten. Fiir
eine detailliertere Analyse einzelner Inhaltsstoffe wird an dieser
Stelle auf aktuelle Ubersichtsartikel verwiesen [3, 4].

Der Proteingehalt von Mikroalgen variiert je nach Art sowie den
Umweltbedingungen wahrend der Kultivierung. Beispielsweise
enthalt das Cyanobakterium Limnospira maxima (auch Spirulina)
bis zu 70 g Protein pro 100 g Trockenmasse, wahrend einzellige
eukaryotische Mikroalgen wie Chlorella typischerweise einen Pro-
teingehalt von 40-60 g pro 100 g Trockenmasse aufweisen [5].
Mikroalgenproteine besitzen eine hohe biologische Wertigkeit,
vergleichbar mit Soja- oder Eiprotein. Sie sind reich an unent-
behrlichen Aminosduren wie Leucin und Lysin, die bis zu 7 % des
Proteins ausmachen [5]. Neben ihrer strukturellen Funktion in
Zellwand und Membranen enthalten Mikroalgenproteine auch
bioaktive Peptide, die fiir die Entwicklung von ,Functional Foods”
von Bedeutung sein konnen. Diese Peptide weisen antioxidative,
antimikrobielle, blutdruck- und cholesterinsenkende sowie tu-
morhemmende Wirkungen auf [6].

Dartiber hinaus sind Mikroalgen eine Quelle fiir Lipide, insbe-
sondere langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsauren (poly-
unsaturated fatty acids, PUFAs) wie Docosahexaensaure (DHA)
und Eicosapentaensaure (EPA). Diese Fettsduren sind fur ihre ge-
sundheitsfordernden Effekte bekannt [7], v. a. entziindungshem-
mende Eigenschaften sowie praventive Wirkungen bei Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen und Diabetes mellitus. Sie werden deshalb be-
reits intensiv in Nahrungserganzungsmitteln und Medikamenten
verarbeitet [8].

Ein bedeutendes Alleinstellungsmerkmal von Mikroalgen sind ihre
bioaktiven Pigmente, die vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten in
der Pharmazie, Kosmetik und Entwicklung neuer Lebensmittel bie-
ten. Hierzu zdhlen antioxidativ wirkende Carotinoide wie Lutein,
B-Carotin, Astaxanthin, Canthaxanthin und Zeaxanthin. Auch
Chlorophylle und Phycobiliproteine, die als Chromoproteine in
Cyanobakterien vorkommen, zeigen antioxidative, entztindungs-
hemmende, antitumorale und kardioprotektive Effekte [9-12].
Neben Proteinen, Lipiden und Pigmenten enthalten Mikro- und
Makroalgen zudem nattirliche Polysaccharide (Hydrokolloide),
die ein breites Spektrum bioaktiver Eigenschaften aufweisen. Bei-
spielsweise zeigen Alginate und Fucane antioxidative, antikoa-
gulative, antimikrobielle und antivirale Wirkungen und konnen
evtl. zur Vorbeugung chronischer Erkrankungen beitragen [13].
Aktuelle Studien belegen zudem immunmodulatorische [14],
antikarzinogene [15], prabiotische [16] sowie blutfett- und blut-
glucosesenkende Effekte dieser Polysaccharide [17].

Produktion von Mikroalgen

In der industriellen Mikroalgenproduktion erfolgt die Differen-
zierung primar anhand der genutzten Kohlenstoff- und Energie-
quelle [18]. Photoautotrophe Prozesse basieren auf natirlichen
Photosynthesevorgangen, wobei Kohlendioxid (CO,) als Kohlen-
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stoff- und Licht als Energiequelle genutzt werden. Eine alternative
Strategie stellt die chemoheterotrophe Kultivierung (Fermentation)
dar, bei der organische Verbindungen, insbesondere Zucker, so-
wohl als Kohlenstoff- als auch als Energiequelle dienen.

Die Produktion bioaktiver Verbindungen aus Mikroalgen, insbe-
sondere von Pigmenten, ist jedoch an lichtabhangige Stoffwech-
selprozesse gekoppelt. In solchen Fallen kommen sogenannte Pho-
tobioreaktoren (PBR) zum Einsatz, die eine gezielte Versorgung
der Zellen mit photosynthetisch aktiver Strahlung (photosyntheti-
cally active radiation, PAR) realisieren, die entweder durch natiir-
liches Sonnenlicht oder durch kiinstliche Lichtquellen, beispiels-
weise LEDs, erfolgt. Neben der photosynthetischen Strahlung als
Energiequelle werden Mikroalgen in PBR kontrolliert mit Wasser,
Nahrstoffen und CO, versorgt, um eine optimale Biomassepro-
duktivitat und -qualitat zu gewahrleisten. Die technische Gestal-
tung von PBR variiert hinsichtlich ihrer Geometrie, Skalierung und
Standortbedingungen (indoor vs. outdoor) [19, 20]. Im industriel-
len Mafsstab haben sich insbesondere Rohr- und Plattenreaktoren,
die eine optimale Bereitstellung von Lichtenergie sowie eine prazise

Kontrolle der Kultivierungsparameter wie Temperatur, pH-Wert
und CO,-Gehalt ermoglichen, bewahrt (¢ Abbildung 2).

Abb. 2: PACT 6k — Containermodul des Unternehmens PUEVIT
Pioneering Green Solutions GmbH als geschlossener Rohr-
photobioreaktor fiir die kontrollierte Herstellung von frischen
Rohkost-Mikroalgen

Regulatorische und technische Herausforderungen zur
Nutzung von Mikroalgen

Die Zulassung von Mikroalgen als Lebensmittel in der Europai-
schen Union (EU) unterliegt strengen regulatorischen Vorgaben,
insbesondere im Rahmen der Novel-Food-Verordnung (Verord-
nung [EU] 2015/2283). Gemafs dieser Verordnung gelten als

,heuartige Lebensmittel” (Novel Foods) Produkte, ,...die vor dem

15. Mai 1997 in der EU nicht in nennenswertem Umfang fiir den
menschlichen Verzehr verwendet wurden...”. Dazu zahlen u. a.

Lebensmittelzutaten, ,...die aus Mikroorganismen, Pilzen oder

Algen bestehen oder aus diesen isoliert wurden...” [21].

Da die Mikroalgenproduktion und ihr Verzehr, historisch betrach-
tet, vorrangig aufderhalb Europas stattfanden, stellt die Novel-
Food-Verordnung eine erhebliche Hiirde fiir die Markteinfithrung
neuer mikroalgenbasierter Produkte dar. Einen Uberblick iiber
zugelassene Algenarten und deren Nutzung als Lebensmittel oder
Nahrungserganzungsmittel bietet die Algenliste des Bundesamt

fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL).
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In Deutschland werden im Wesentlichen Chlo-
rella und Spirulina als Nahrungserganzungsmit-
tel genutzt — haufig in Pulver- oder Tabletten-
form. Neben diesen beiden typischen Mikroalgen
sind u. a. auch AFA-Algen (Aphanizomenon flos-
aquae) oder Haematococcus teilweise in traditi-
onellen Verwendungsformen zugelassen und
damit auf dem deutschen Markt verfiigbar. Die
Anwendung erfolgt als tagliche Erganzung zur
normalen Erndhrung, oft in Smoothies, Saften
oder eingertihrt in Wasser.

Die derzeit in Deutschland vermarkteten Mi-
krolagen-Biomassen stammen dabei tiberwie-
gend aus dem asiatischen Raum und weisen
teils erhebliche Qualitatsschwankungen auf,
u. a. in Bezug auf Verunreinigungen durch
Fremdalgen [22]. Die importierten Mikroalgen
werden fiir den Transport und die Lagerung
getrocknet, wodurch ihre ernahrungsphy-
siologischen und technofunktionellen Eigen-
schaften signifikant beeintrachtigt werden.
Eine gezielte Forderung regionaler Produk-
tionskapazitaten kann dazu beitragen, diese
Herausforderungen zu bewaltigen und eine
stabile, qualitatsgesicherte Versorgung mit
Mikroalgenbiomasse hoher Qualitat in Eu-
ropa sicherzustellen. Unter den klimatischen
Bedingungen Deutschlands ist die industri-
elle Produktion von Mikroalgen v. a. unter
kontrollierten Prozessbedingungen in ge-
schlossenen PBR realisierbar, da sowohl die
Umgebungstemperaturen als auch die Ver-
fligbarkeit von natiirlicher PAR-Strahlung
im Outdoor-Bereich stark limitiert sind. Eine
kontrollierte Kultivierungsumgebung ermog-
licht zudem eine konstante Produktqualitat,
die unter den dynamischen Umweltbedin-
gungen in offenen PBR nur bedingt gewahr-
leistet werden kann. Dartiber hinaus zielt die
modulare und dezentrale Produktion frischer
Mikroalgen auf eine kontinuierliche Biomas-
seproduktion (24/7), reduziert Transport-
wege und spart Energieressourcen, da auf eine
energieintensive Trocknung der Biomasse ver-
zichtet werden kann. Dies hat erhebliche Aus-
wirkungen auf den okologischen Fufiabdruck
des Gesamtprozesses. Die landunabhangige
Kultivierung von Mikroalgen in PBR eroffnet
zusatzliche Moglichkeiten fir die dezentrale
Lebensmittelproduktion, z. B. auf bestehenden
Industrie- und Gewerbeflachen sowie fiir ur-
bane Produktionsmodelle (Urban Farming). Die
Entwicklung autarker und modularer Produk-
tionseinheiten sowie die Standardisierung und
Automatisierung von Produktionsprozessen
ist ein wichtiger Schritt fir die Bereitstellung
regionaler, frischer und gesunder Mikroalgen.
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Die vorliegende Studie zeigt daher technolo-
gische Neuheiten zur ressourceneffizienten
Produktion von Frischalgen sowie ein Bioraffi-
neriekonzept zur Fraktionierung und Verwer-
tung von frischer Spirulina-Biomasse.

Material und Methoden

Modulare Produktion frischer
Spirulina-Biomasse

Die technologischen Rahmenbedingungen zur
Produktion von Mikroalgenbiomasse wurden
im Kapitel ,Produktion von Mikroalgen” er-
lautert. ¢ Abbildung 3 zeigt das untersuchte
Bioraffineriekonzept auf Basis regional produ-
zierter, frischer Spirulina-Biomasse. Die einzel-
nen Grundoperationen des Prozesses werden
in den folgenden Kapiteln beschrieben.

Photobioreaktor, Prozessfiihrung und
Messtechnik

Die Kultivierung von Spirulina (Limnospira
maxima, Culture Collection of Autotrophic Or-
ganisms CCALA, Trebon, Tschechische Repu-
blik) wurde in tubularen PBR (PUEVIT GmbH,
Deutschland) mit 25 L und 200 L Arbeits-
volumen unter kontinuierlichen Photonen-
flussdichten von 100 wmol m= s~ fiir die
25-L-Vorkultur und 200 umol m=2 s7! far
die 200-L-Hauptkultur bei 22 + 3 °C durch-
geftihrt. Die Begasung der Kulturen erfolgte
durch kontinuierliche Zufuhr von Umge-
bungsluft (12 L min!) nach dem Airlift-Prin-
zip. Im Rahmen dieser Studie wurde die Pro-
duktivitat von frischer Spirulina-Biomasse im
Satz- und im kontinuierlichen Betrieb unter-
sucht. Bei der Satzkultivierung erfolgt keine
Zu- oder Abfuhr von frischem Medium; die
Kulturen werden unter den eingestellten Be-
dingungen fiir die Prozesszeit im PBR belassen.
Bei der kontinuierlichen Prozessfiithrung wird
eine kontinuierliche Zufuhr von frischem Kul-
turmedium sowie eine kontinuierliche Abfuhr
von Prozesskultur realisiert. Dadurch stellt
sich ein Gleichgewicht aus Zellwachstum und
Auswaschvorgang ein, charakterisiert durch
die Durchflussrate D [d™'] als Verhaltnis aus
Zulaufstrom [L d-!'] und Volumen des PBR [L].
Zur Bereitstellung der photosynthetisch ak-
tiven Strahlung wurden 8 spektral varia-
ble, wassergekiihlte LED-Leuchten (DH Licht
GmbH, Deutschland) eingesetzt (¢ Abbil-
dung 4). Durch die Integration eines zusatz-
lichen Wasserkreislaufs in Verbindung mit
einem Warmetauscher sowie Temperatur-
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Abb. 3: BlockflieRbild fiir die angestrebte Fraktionierung frischer
Spirulina-Biomasse (eigene Darstellung)

messungen im PBR- und Kiihlkreislauf (¢ Abbildung 5) wurde
wahrend des Anlagenbetriebs untersucht, inwieweit die von den
LED-Leuchten erzeugte Warme im Prozess zuriickgewonnen wer-
den kann. Die Installation der dafiir notwendigen Mess- und Sen-
sortechnik erfolgte durch die Firma Experior Micro Tech GmbH
(Cultinova, Muinchen, Deutschland).

Kru‘iétz

=

Abb. 4: Aufbau und Betrieb des 200-L-Forschungsmoduls (PACT200,
PUEVIT GmbH, Dresden) des Innovationsraums NewFoodSystems
Integration wassergekiihlter LED-Leuchten sowie Datenaufnahme aus dem
Prozess

-
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Abb. 5: Mess-Set-up fiir Aufnahme der Warmeenergiestrome
(eigene Darstellung)
CL: Cooling Loop; PBR: Photobioreaktor; Q(HL): heat loss, Warmestrom, der
an die Umgebung abgegeben wird; Q(L): liquid, Warmestrom, der vom
Photobioreaktor aufgenommen wird; Q(RH): recovery heat, Warmestrom,
der durch den Cooling Loop aufgenommen wird; T: Temperatur

Behandlung frischer Spirulina-Biomasse durch

gepulste elektrische Felder

Im Sinne einer Bioraffinerie muss die frische Spirulina-Biomasse
in verschiedene Produktfraktionen getrennt werden. Um an die
wertvollen intrazellularen Metabolite, bspw. Phycocyanin, zu ge-
langen, ist normalerweise ein Zellaufschluss notwendig. Klassi-
sche Methoden basieren auf mechanischen und/oder chemischen

online first


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Peer Review | Mikroalgen

Prinzipien, welche sich negativ auf die Qualitat der zu extrahieren-
den Stoffe auswirken konnen. Zudem erschwert ein kompletter
Zellaufschluss eine selektive Extraktion einzelner Zellkomponen-
ten. Die Technologie der gepulsten elektrischen Felder bietet die
Moglichkeit, frische Algenbiomasse produktschonend zu fraktio-
nieren. Das Wirkprinzip der Pulsed Electric Field (PEF)-Technolo-
gie beruht auf der Anwendung kurzer elektrischer Impulse hoher
Spannung auf biologische Zellen. Dadurch wird eine Elektropo-
ration der Zellmembran induziert. Die Ausbildung von transien-
ten oder permanenten Poren in der Lipid-Doppelschicht der Zell-
membran wird dabei beeinflusst von der Feldstarke, der Pulsdauer
und dem Energieeintrag. Bei einer ausreichend hohen Feldstarke
— typischerweise im Bereich von 10-50 kV cm™ - {ibersteigt das
durch das elektrische Feld erzeugte transmembrane Potenzial einen
kritischen Schwellenwert von etwa 0,5 V. Infolge der strukturel-
len Veranderungen der Zellmembran konnen intrazellulare Be-
standteile wie Proteine oder Pigmente in das umgebende Medium
diffundieren und entsprechend selektiv extrahiert werden. Die
PEF-Behandlung ermdglicht dabei eine schonende Extraktion, da
die Temperaturerhohung minimal ist und thermisch labile Zell-
bestandteile geschont werden. Zudem werden bei der Extraktion
keine zusatzlichen Rohstoffe wie Chemikalien oder Enzyme be-
notigt.

¢ Abbildung 6 zeigt den fiir die Experimente verwendeten PEF-Ver-
suchsaufbau im Pilotmafsstab (PEFPilot™ Dual, ELEA Technology
GmbH, Quakenbriick, Deutschland). Die Optimierung der PEF-Be-
handlung frischer Spirulina-Biomasse erfolgte unter Berticksich-
tigung der folgenden Prozessparameter: Biotrockenmassekon-
zentration (1, 5 und 10 %), elektrische Feldstarke (15 und 20 kV
cm™), spezifischer Energieeintrag (100 kJ L1) sowie Leitfahigkeit
der Suspension (ca. 2-7 mS cm™!). Zusatzlich wurden die Ein- und
Ausgangstemperatur der behandelten Zellsuspension erfasst.
Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde die PEF-behandelte
Spirulina-Biomasse mittels Zentrifugation separiert und sowohl
die Biotrockenmasse (BTM) als auch die Gehalte an Proteinen und

© ELEA Technology GmbH

Abb. 6: Versuchsaufbau mit der PEF-Anlage PEFPilot™ Dual
Komponenten: 1: Vorratsbehalter, 2: Exzenterschneckenpumpe, 3: War-
metauscher, 4: Eingang von Druckluft und Eingang und Ausgang des
Kuhlwassers, 5: Produktein- und -ausgang, 6: parallele Behandlungszelle,
7: Druckluftfilter-Regelventil, 8: Bediendisplay
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Pigmenten analysiert. Zur weiterfithrenden
Charakterisierung wurde zudem der 10sliche
Anteil der Komponenten im Extrakt (= Los-
lichkeitsextrakt) wie folgt berechnet:

Mprope l%TM
100

™ Probe —

TMpobe: Trockenmasse der Probe [g]
Mprobe: Gesamtgewicht der Probe [g]
%rm: Anteil der Trockenmasse in der Probe [%]

TMUberstand

= -100
TMunbehandelt

YTM

Yrm: Loslichkeitsextrakt [%]
TMuperstana: Trockenmasse im Uberstand [g]
TMuperstana: Trockenmasse der unbehandelten Probe [g]

Nassextrusion von Restbiomasse

Neben der 16slichen Proteinfraktion fallt bei
der PEF-Behandlung eine proteinreduzierte
Restbiomasse an, die im Folgenden auf ihre
Verwertbarkeit in der Nassextrusion unter-
sucht wurde. Fiir die Durchfithrung der Nass-
extrusion wurde eine Basisrezeptur entwi-
ckelt, bestehend aus 40 % Erbsenproteinisolat,
59 % Pulpe - als Mischung aus Wasser und
frischer bzw. PEF-behandelter Spirulina-Bio-
masse — und 1 % Ol. Die Spirulina-Biomasse
wurde aufgrund ihrer fliissigen Konsistenz
in Konzentrationen von 17,8 % bzw. 8,9 %
direkt der Pulpe zugegeben. Daraus ergaben
sich Endkonzentrationen der Algenbiomasse
im extrudierten Strang von ca. 5 % bzw. 10 %.
Um den Einfluss der Algenbiomasse auf die
mechanischen Eigenschaften des Extrudats zu
untersuchen, wurden fiir beide Biomassekon-
zentrationen drei verschiedene Pulver-zu-Pul-
pe-Verhaltnisse getestet. Die experimentellen
Untersuchungen wurden auf einer Pilotan-
lage zur Nassextrusion durchgefiihrt (¢ Ab-
bildung 7). Zum Einsatz kam ein Doppel-
schneckenextruder mit Kiihldiise (endori food
GmbH & Co. KG, Stegaurach, Deutschland).
Da in allen Versuchen eine ausreichend hohe
Strangqualitat erreicht wurde, war eine Mo-
difikation der Prozessparameter im Vergleich
zu standardisierten Proteinrezepturen nicht
notwendig und konnte unter konstanten Pro-
zessbedingungen durchgefithrt werden, um
den spezifischen Einfluss der Algenbiomasse
auf die Strangqualitat zu analysieren. Auf-
grund der Zusammensetzung der verwende-
ten Basisrezeptur mit einem Anteil von 40 %
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Erbsenproteinisolat wurde die Extrudertem-
peratur auf 110 °C festgelegt, da diese Pro-
zesstemperatur optimal fir die Verarbeitung
von Erbsenprotein ist. Die Extrusion erfolgte
mit einem Durchsatz von 40 kg h! bei einer
Schneckendrehzahl von 600 U min!.

Abb. 7: Versuchsaufbau zur Nassextrusion einer
Basisrezeptur aus Erbsenproteinisolat
und PEF-behandelter Spirulina-Biomasse
im technischen MaB3stab (A), Extrudat
aus Basisrezeptur unter Nutzung frischer
Spirulina-Biomasse (B)

Ergebnisse und Diskussion

Biomasseproduktivitat in Satz-

und kontinuierlicher Kultur im
Forschungs-PBR-Modul

¢ Abbildung 8 zeigt eine Referenzkultivierung
von Spirulina im 200-L-Forschungs-PBR-Mo-
dul tber einen Zeitraum von 10 Tagen. An-
hand der Verlaufe von Biotrockenmasse (leere
Kreise) und Produktivitat (gefiillte Kreise) wird
deutlich, dass die maximale Produktivitat von
ca. 0,2 g L' d" im Gesamtprozess nur fiir ein
kurzes Zeitfenster erreicht wird. In den ersten
beiden Produktionstagen findet eine Adaption
der Kultur an das technische System und die
Prozessbedingungen statt, die mit einem suk-
zessiven Anstieg der Biomasseproduktivitat
einhergeht. Am 2. und 3. Kultivierungstag
zeigt die Kultur ihre maximale Produktivi-
tat (roter Kreis in ¢ Abbildung 8); in diesem
Zeitfenster sind alle Prozessbedingungen,
insbesondere das Verhaltnis von Zelldichte
zu verfiigbarer Lichtenergie, optimal fiir das
Biomassewachstum. Ab dem 3. Tag der Kul-
tivierung wird das Wachstum von Spirulina
durch eine zu hohe Zelldichte und die damit
verbundene eingeschrankte Bereitstellung
von PAR-Energie gehemmt, was fiir den Rest
der Prozessdauer zu einer kontinuierlich ab-
nehmenden Biomasseproduktivitat fithrt. Im
Mittel wird somit eine Biomasseproduktivitat
von ca. 0,12 (bei 10 Tagen Prozessdauer) bis
0,14 g L1 d! (bei 7 Tagen Prozessdauer) er-
reicht.
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Abb. 8: Referenzkultivierung von Spirulina in einem

200-L-Forschungs-PBR-Modul

Dargestellt sind die zeitliche Entwicklung der Biotrockenmasse (leere
Kreise) sowie die Produktivitat (schwarze Kreise). Hervorgehoben ist ein
optimaler Betriebspunkt fiir eine kontinuierliche Kultivierung von Spirulina
(roter Kreis).

Der kontinuierliche Betrieb fixiert den Betriebspunkt fiir die Bedin-
gungen der hochsten Biomasseproduktivitat durch kontinuierli-
che Zufuhr von frischem Nahrmedium. Gleichzeitig werden dem
PBR-Modul dquivalente Mengen an Mikroalgensuspension ent-
nommen, sodass sich ein Gleichgewicht zwischen Entnahme und
Wachstum der Mikroalgen im System einstellt. Dadurch bleibt
die Biomassekonzentration und deren biochemische Zusammen-
setzung im PBR-Modul tiber die Zeit konstant. Im Zuge der Opti-
mierung wurde eine optimale Verdiinnungsrate D von 0,2 d! fiir
das Spirulina-Wachstum unter kontrollierten Prozessbedingungen
ermittelt, wodurch die Biomasseproduktivitat auf 0,26 g L' d-!
gesteigert und iber den gesamten Prozessverlauf konstant gehal-
ten werden konnte. Dies entspricht in etwa einer Verdopplung der
Biomasseproduktivitat im Vergleich zum Satzbetrieb.

In der wissenschaftlichen Literatur sind nur wenige Daten zur
kontinuierlichen Kultivierung von Spirulina in Photobioreaktoren
zu finden. Aufgrund der Unterschiede in der Geometrie und Ska-
lierung der PBR, der verwendeten Lichtquellen und Nahrmedien
sowie stammspezifischer Unterschiede ist ein Vergleich zwischen
unterschiedlichen experimentellen Set-ups nur schwer durchfiithr-
bar. In ihrer Studie aus dem Jahr 2007 erzielten Sassano et al. [23]
eine Biomasseproduktivitdt von 0,0924 g L~ d-'. Die Autor*innen
nutzten einen zylindrischen Glastank mit einem Volumen von
9 L als PBR und variierten die Durchflussrate zwischen 0,08 und
0,32 d-!. In einer aktuellen Studie der Universitdt Padua konnte
in kleinen, plattenformigen PBR-Systemen (V = 0,35 L) eine Bio-
masseproduktivitdat von 0,359 g L' d-! bei hohen Durchflussraten
von ca. 0,83 d! erreicht werden [24].

Ein weiterer Fokus des 200-L-Forschungs-PBR-Moduls aus dieser
Studie lag auf dem Einsatz wassergekiihlter LED-Lichtquellen und
der Ruickgewinnung der LED-Abwarme. Die installierten Leuchten
wiesen eine Gesamtleistung (bei voller Auslastung) von 7200 Watt
sowie einen Wirkungsgrad von ca. 0,5 auf; d. h. ca. 50 % der Energie
werden in Lichtenergie und 50 % in Form von Warme abgegeben. Der
Kithlkreislauf der LED-Leuchten umfasst ein Gesamtvolumen von
42 L. Anhand der aufgenommenen Temperaturdaten konnte gezeigt

online first


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Peer Review | Mikroalgen

Biotrocken-
masse [%]

1

10

werden, dass im Anfahrbetrieb der Leuchten, d. h. innerhalb der 1.
Betriebsstunde, ca. 1300 Watt durch den zusatzlichen Kiihlkreislauf
aufgenommen werden konnen, was einer Temperaturerhohung im
Kiihlkreislauf von 20 °C auf 40 °C entspricht. Im Dauerbetrieb der
Leuchten konnten schlief3lich ca. 80 % der abgegebenen Warme durch
den zusatzlichen Kiihlkreislauf riickgewonnen werden und stehen
fir die Nutzung von prozessinternen Heizaufgaben, u. a. Extrak-
tion oder Warmekopplung in die Kultur, zur Verfiigung; ca. 0,7 kW
gehen dem System als Abwarme verloren.

Schonende Fraktionierung von frischer
Spirulina-Biomasse

Die Prozessierung der frischen Spirulina-Biomasse mittels gepuls-
ter elektrischer Felder erfolgte gemafs den Angaben aus ¢ Tabelle 1.
Nach der PEF-Behandlung wurde eine Inkubation der behandelten
Suspension in einem Schiittelinkubator fiir eine Dauer von bis zu
72 h durchgefiihrt, um die Diffusion der zelluldaren Bestandteile in
das umgebende Medium zu ermoglichen.

Es zeigte sich ein Anstieg des Loslichkeitsextrakts in den PEF-be-
handelten Proben mit zunehmender Inkubationsdauer (¢ Abbil-

W Eingangstem- | Ausgangstem- | Leitfahigkeit

peratur [°C] peratur [°C] [mS cm™]
Kontrolle 4 19,33 £ 3,50

1

}?)(I;Vklcl_m-1 ) 19,33 £ 3,50 42,33 £3,37 2,07 £0,62
fgok\lfchT 3 43,13+3,68
Kontrolle 19,65 + 3,95
13(:(\((]32-1 2 19,65 £ 3,95 37,90 + 3,40 5,80+ 0,80
Kontrolle 15,10 £ 0,60
}g(;(\/klcl_mqq 2 15,10 £ 0,60 35354055 710+ 0,20

Tab. 1: Angaben der Prozessparameter fiir die Prozessierung frischer
Spirulina-Biomasse mittels gepulster elektrischer Felder
Werte als Mittelwerte + Standardabweichung, n =3

Oh 1h 24h 48h 72h
[ I I I

Loslichkeitsextrakt [%)

15 kV em!
100 kJ L
15 kV cm!
100 kJ L

e~
55
=
X o
w S

-
@
=
=

5% BTM 10 % BTM

Abb. 9: Loslichkeitsextrakt [%] der Kontrolle und der PEF-behandel-
ten Proben frischer Spirulina-Biomasse
elektrische Feldstarke = 15 bzw. 20 kV cm™' und spezifischer Energieeintrag
=100 kJ L=" nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (O h, 1 h, 24 h, 48 h,
72 h) und variierenden Biotrockenmassekonzentrationen von 1 %,
5% und 10 % (Werte als Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3)
BTM: Biotrockenmasse; PEF: Pulsed Electric Field
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dung 9). Dies ist auf eine zeitabhangige Diffu-
sion sowie eine irreversible Permeabilisierung
der Zellmembran infolge der PEF-Behandlung
zurilickzufiihren. Beispielsweise fiihrte eine
PEF-Behandlung mit einer Feldstarke von
15 kV cm™" und einem spezifischen Energieein-
trag von 100 kJ L bei einer 1 %igen BTM zu
einer Erhohung des Loslichkeitsextrakts von
anfanglich 14,14 % auf einen Maximalwert
von 19,99 % nach 48 Stunden. Ein vergleich-
barer Trend zeigte sich bei einer BTM von 5 %
und 10 %, wobei die maximalen Werte von
23,16 % bzw. 17,56 % erst nach 72 Stunden
erreicht wurden. Eine Erhohung der Feldstarke
auf 20 kV cm™ resultierte in einem hoéheren
Loslichkeitsextrakt, insbesondere bei einer
BTM von 1 %, die nach 48 Stunden einen Spit-
zenwert von 27,34 % erreichte. Im Vergleich
zu den Kontrollproben, die lediglich nicht-sig-
nifikante Zunahmen des Loslichkeitsextrakts
im Inkubationszeitraum aufwiesen, zeigten
die PEF-behandelten Proben signifikant erhohte
Werte. Dies unterstreicht die Wirksamkeit der
PEF-Behandlung zur Permeabilisierung der
Spirulina-Zellmembran und die Freisetzung
zellularer Inhaltsstoffe. Insgesamt konnte eine
sinkende Effizienz der Proteinfreisetzung bei
steigender BTM-Konzentration identifiziert
werden. Die resultierenden Proteinkonzentra-
tionen im Uberstand sind in * Abbildung 10A
dargestellt. Die hochste selektiv extrahierte
Proteinkonzentration von 126,2 mg gppy
wurde mit einer 1 %igen BTM, einer Feldstarke
von 20 kV cm™!
100 KJ L! sowie einer Inkubationszeit von 72

, einem Energieeintrag von
Stunden erzielt. 18,2 mg gsny~' an 16slichem
Protein gehen dabei auf das wasserlosliche
Phycocyanin als nattirlicher blauer Farbstoff
zuruck (¢ Abbildung 10B).

Mehr als nur ein Produkt — Verwer-
tung von PEF-behandelter Biomasse
als Zusatz fiir Nassextrudate

Im Zuge der Studie wurde untersucht, ob
nach dem initialen Schritt der Proteingewin-
nung aus der frischen Spirulina-Biomasse die
proteinreduzierte (PEF-behandelte) Restbio-
masse als Rohstoff fiir Nassextrudate genutzt
werden kann. Dafiir wurden Basismischun-
gen mit unbehandelter sowie PEF-behandelter
Biomasse hergestellt und hinsichtlich ihrer
Farb- und Struktureigenschaften bewertet.
Die extrudierten Strange waren durchge-
hend stabil und von hoher Qualitat. Bei allen
Versuchen blieb die Oberflache glatt und frei
von Schuppenbildung, wahrend die Faser-
struktur gleichmafSig ausgepragt war (¢ Ab-
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bildung 11A). Die Strange wiesen eine hohe
Festigkeit auf, die sich in einer partiellen
Rissbildung an den Strangseiten zeigte. Ge-
nerell fihrte die Zugabe von Spirulina-Bio-
masse zur Basisrezeptur zu einer Erhohung
der Strangfestigkeit, was auf den erhohten
Trockenmasseanteil zurtickzufiihren ist.

Zur weiteren Charakterisierung der Extrudate
wurden Farbmessungen und sensorische Un-
tersuchungen durchgefiihrt. Die Farbmessun-
gen wurden mit dem Sikkens 5051 Color Con-
cept durchgefiihrt; die entsprechenden Bilder
der Extrudate sind in ¢ Abbildung 11B-D dar-
gestellt. Die Bewertung der Textur erfolgte auf
einer Skala von 1 bis 3 nach dem Schema zur
Bestimmung der Strangfestigkeit. Die Ergeb-
nisse der Untersuchungen sind in ¢ Tabelle 2
zusammengefasst. Die Farbe der Extrudate
wurde durch den Zusatz von Spirulina-Bio-
masse signifikant beeinflusst. Es konnte eine
deutliche Griinfarbung beobachtet werden,
die bei Verwendung von unbehandelter Spi-
rulina-Biomasse starker ausgepragt war im
Vergleich zur PEF-behandelten Spirulina-Bio-
masse. Bei hoheren Konzentrationen (10 %)
tendierte die Farbung in Richtung dunkelgriin
bis schwarz (¢ Abbildung 11D). Im Gegensatz
dazu zeigten Extrudate mit geringen Konzen-
trationen an PEF-behandelter Spirulina-Bio-
masse eine hellgriine Farbung. Neben der
Farbveranderung hatte die unbehandelte Spi-
rulina-Biomasse auch einen starkeren Einfluss
auf Geschmack und Textur der Extrudate im

QO8O

A Oh 1h 24h 48h 72h
[ O I B
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150

100

o
(=]

Proteinkonzentration [mg ggny™']

0 - =
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08 g8 | ¥ e8| ¥ w8

10 % BTM

Abb. 10: Protelnkonzentratlon [mg germ'] in der Kontrolle und in
den PEF-behandelten Proben mit 15 bzw. 20 kV cm~ elek-
trischer Feldstéarke und kj L' spezifischem Energieeintrag
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0 h, 1 h, 24 h,
48 h, 72 h) und variierenden Biotrockenmassekonzentrati-
onen von 1%, 5 % und 10 % (A), Kontrolle (unbehandelt,
1) sowie Phycocyaninextrakte aus PEF-behandelter frischer
Spirulina-Biomasse (2) (B) (Werte als Mittelwerte + Standard-
abweichung, n =3)

BTM: Biotrockenmasse; PEF: Pulsed Electric Field

Vergleich zur PEF-behandelten Biomasse. Die Farbstabilitat blieb
bei einer Extrusionstemperatur von 110 °C erhalten. Die Zugabe
von unbehandelter Spirulina-Biomasse fiithrte im Vergleich zur
PEF-behandelten Spirulina-Biomasse zu einem intensiveren Al-
genaroma und einer festeren Textur. Eine PEF-Behandlung der

L S e 2 T ) I

Referenz
Referenz -

Referenz =
Spirulina PEF-behandelt 10,12

Spirulina PEF-behandelt 10,33
Spirulina PEF-behandelt 10,50

A L A W N =

7 Spirulina unbehandelt 10,12
8 Spirulina unbehandelt 10,33
9 Spirulina unbehandelt 10,50

10 Spirulina PEF-behandelt 5,03
11 Spirulina PEF-behandelt 5,13
12 Spirulina PEF-behandelt 5,22
13 Spirulina unbehandelt 5,03
14  Spirulina unbehandelt 5,13
15  Spirulina unbehandelt 5,22

hellbeige; F0.25.60 pflanzlich, nach 1,5 wird fester
hellbeige; F0.25.60  ErPse 2 mit mehr

Trocken-
hellbeige; F0.25.60 2 masse
hellgriin; G0.30.30 pflanzlich, 3 fester als die
hellgriin; G0.30.30 leicht nach Alge 3 Referenz
hellgriin; G9.20.19 3 sehr fest und

gummiartig
dunkelgriin; G9.20.19 intensiverer Al- 3 sehr fest und
dunkelgriin; G9.20.19  9engeschmack 5 gl g

als PEF-behan-

dunkelgriin; G9.20.19  delte Proben 3

hellgriin; G0.30.50 pflanzlich, 2,5 sehr fest
hellgriin; G0.30.50 itl‘é"js nach 2,5

hellgriin; G0.30.30 2,5

grin; F4.28.47 pflanzlich, 2,5 sehr fest
griin; G0.30.50 leicht nach Alge 555

griin; G0.30.30 2,5

Tab. 2: Untersuchung zur Extrusion von Spirulina-Frischbiomassen
In der Referenzrezeptur wurde Wasser anstelle von Spirulina-Biomasse integriert. Die Textur wurde auf einer Skala von 1-3 bewertet.
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frischen Spirulina-Biomasse eignet sich daher sowohl fiir die Ge-
Forderung

Beitrag im Rahmen der Publikationsreihe des Innovations-
raums NewFoodSystems — Férdermanahme ,,Innova-
tionsraume Biookonomie” im Rahmen der ,Nationalen
Forschungsstrategie BioOkonomie 2030“ des Bundesmi-
nisteriums fir Forschung, Technologie und Raumfahrt

winnung von Hochwertprodukten (Primarfraktion) als auch zur
Verbesserung der Verarbeitung einer nachgelagerten Nassextru-
sion der Restbiomasse (Sekundarfraktion).

© endori food GmbH & Co. KG

4 Faserung

Verhiltnis
(Pulver:Fliissig)

bl frisch 10 %

7 pirul .
frisch 5 % PEF 10% PEF5%

1:1,50 =——p

1:1,14 w— -
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Abb. 11: Strangqualitdt von Nassextrudaten mit einem Anteil an
PEF-behandelter Spirulina-Biomasse (A), Farbvariationen der
Nassextrudate aufgrund unterschiedlicher Gehalte an Bio-
masse in der Rezeptur (B, C, D)

PEF: Pulsed Electric Field

AbschlieRende Bemerkungen

Das Forschungsprojekt ,ALGAE-MODULE 4.0” im Rahmen des
Innovationsraums NewFoodSystems vereint die interdiszipli-
nare Expertise von neun Projektpartnern entlang der gesam-
ten Wertschopfungskette der Mikroalgenproduktion. Beteiligt
waren Unternehmen aus den Bereichen Mikroalgenkultivierung
(PUEVIT GmbH, Algenium GmbH & Co. KG), technische Ausstat-
tung mit Schwerpunkt auf Beleuchtungstechnologien (DH Licht
GmbH) sowie Regelungs- und Kommunikationstechnik (Experior
MicroTech GmbH). Dartiber hinaus waren Partner mit Expertise
in Aufarbeitungsverfahren (ELEA Technology GmbH) und opti-
scher Prozessanalytik (Bruker Optik GmbH) involviert. Erganzt
wurde das Konsortium durch Unternehmen aus der Lebensmit-
telverarbeitung (endori food GmbH & Co. KG) sowie universitare
Forschungseinrichtungen, die sich mit Downstream Processing (TU
Berlin) und der Entwicklung sowie Optimierung von Produktions-
prozessen (TU Dresden) befassen.

Durch diese interdisziplindare Zusammenarbeit wurden entschei-
dende Fortschritte in der Prozessentwicklung, der Qualitatssiche-
rung und der industriellen Anwendbarkeit von frischen Mikroal-
gen als nachhaltige Rohstoffquelle fiir die Lebensmittelproduktion
erzielt.
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