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I. Kurze Darstellung des Projektes 

I.1. Aufgabenstellung 

Algenbiotechnologie und Gewässermonitoring erfordern einfache und effiziente Methoden zur 

Bestimmung biologischer Parameter, die den Wachstums- und Ernährungszustand photoautotropher 

Zellen charakterisieren. Im Rahmen dieses BMBF Projektes sollte geprüft werden, ob die Fourier 

transformierte Infrarot (FTIR) Spektroskopie genutzt werden kann, die zellinternen Nährstoffe zu 

bestimmen, daraus das Wachstumspotential der Phytoplanktonalgen zu ermitteln und somit die 

Robustheit von Wassergütemodellen zu verbessern. Während die gelösten Nährstoffe im freien 

Wasser leicht bestimmt werden können, sind die in Phytoplanktonzellen gespeicherten Nährstoffe 

analytisch kaum zugänglich. Das Wachstumspotential von Mikroalgen wird jedoch stark von den 

zellinternen Nährstoffkonzentrationen bestimmt. Diese werden üblicherweise durch die C:N, C:P und 

C:Si Verhältnisse in der Biomasse bestimmt. Zellinterne Nährstoffe sind bisher mit chemischen 

Analysen nur mit einem hohen Aufwand möglich und verlangen zudem Probenmengen, die bei 

Freilandproben in der Routine nicht gewonnen werden können. Vor allem ist es mit chemischen 

Methoden nicht möglich, die internen Nährstoffe in einer Phytoplanktongemeinschaft in den 

verschiedenen Phytoplanktongruppen zu bestimmen. Will man das Wachstumspotential einzelner 

taxonomischer Gruppen bestimmen, die für die Gewässergüte von besonderer Bedeutung sind, wie 

z.B. die Cyanobakterien, ist dies mit den vorhandenen Methoden nicht möglich. Es sollte untersucht 

werden, ob die FTIR Spektroskopie das Potential hat, mit mikroskopischen Mengen, die mit den 

Standardmethoden der Probennahme der Gewässertechnologie bereit gestellt werden können, die 

zellinternen Nährstoffe einzelner Phytoplanktontaxa quantitativ zu bestimmen. Desweiteren sollte 

dann untersucht werden, ob die taxon-spezifische Bestimmung von C:N oder C:P Verhältnissen die 

Gewässergütemodelle in der Anwendung robuster macht.  

I.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgeführt wurde 

Eine Reihe von Methoden zur Bestimmung der physiologischen Zustände unter verschiedenen 

Anzuchtsbedingungen ist eine der Hauptvoraussetzungen für die Durchführung des Vorhabens. So 

standen Verfahren zur Verfügung, mit denen eine kontrollierte Algenanzucht möglich ist. Diese 

Anzucht wurde anhand von Chemostatkulturen durchgeführt, da nur diese die Durchführung 

definierter Nährstofflimitierungsexperimente erlauben. Die vorhandenen physiologischen Methoden 

umfassen die Messung biooptischer Zelleigenschaften wie Lichtabsorption, die Bestimmung von 

Pigmentverhältnissen durch HPLC, sowie die Bestimmung der Primärproduktion anhand von 

Fluoreszenz- und Sauerstoffmessmethoden.  

Die Messung der FTIR-Spektren erfolgt auf Mikrotiterplatten anhand eines FTIR-Spektrometers der 

Firma Bruker (Ettlingen, Deutschland). Mit diesem Gerät wurden bereits methodische Fortschritte zur 

Bestimmung von Einzelkomponenten (Stehfest et al. 2004) und der makromolekularen 
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Zusammensetzung von Phytoplanktonzellen etabliert (Stehfest et al. 2005). Zur Bestimmung der 

FTIR-Spektren an Freilandkulturen bedarf es I. einer Methode zur Separierung der Phytoplankton-

großgruppen und II. der Möglichkeit der Einzelzellanalytik zur Vermessung von Zellen anhand eines 

Mikroskop-gekoppelten FTIR-Spektrometers. Für die Separierung der einzelnen Großgruppen wurden 

bereits Versuche mit einem Flowzytometer durchgeführt. Für das Projekt konnte ein Flowzytometer 

verwendet werden, was die Sortierung der einzelnen Gruppen ermöglichen sollte. Für die 

Durchführung der Einzelzellanalytik wurde im Rahmen des Projektes ein Mikroskop-gekoppeltes 

FTIR-Spektrometer angeschafft und die spektroskopischen Methoden erarbeitet und evaluiert. 

I.3. Planung und Ablauf des Vorhabens 

Für die Bestimmung der zellinternen Nährstoffverhältnisse mussten zuerst verschiedene 

Probenaufbereitungsverfahren evaluiert werden und dann ein optimales Verfahren getestet werden, 

welches für die Durchführung der FTIR-Spektroskopie am geeignetsten ist. Anschließend werden 

anhand von Laborkulturen verschiedene Nährstoffzustände induziert. Dazu bedarf es 

Nährstoffmangelkulturen von verschiedenen Vertretern einzelner Algengroßgruppen. Hierzu wurden 

sehr zeit- und arbeitsintensive semikontinuierliche Chemostatkulturen verwendet, welche über einen 

längeren Zeitraum einen konstanten zellulären Nährstoffstatus ermöglichen. Anschließend wurden die 

Zellen geerntet und mit FTIR-spektroskopischen Methoden vermessen. Die zellinternen Nährstoffe 

wurden mit herkömmlichen chemischen Analysen bestimmt. 

Einer der Schwerpunkte des Vorhabens war die Kalibration der FTIR-Spektroskopie anhand der 

gewonnen chemischen Analysen. Hierzu wurden verschiedene PLS-Regressionsmodelle entwickelt. 

Die zellinternen Nährstoffverhältnisse spiegeln sich direkt in der makromolekularen 

Zellzusammensetzung des Phytoplanktons wider. Infolge dessen wurde erwartet, dass sich 

Unterschiede in den FTIR-Spektren mit chemisch bestimmten Nährstoffverhältnissen korrelieren 

lassen. Diese Kalibration sollte anschließend mit unbekannten Zellen validiert werden, indem die 

Modellvorhersagen wiederum mit chemischen Analysen überprüft wurde. Nach der erfolgreichen 

Erstellung der PLS-Regressionsmodelle, sollte geprüft werden ob diese Methode im Freiland 

angewendet werden kann. Für eine Anwendung im Freiland bedurfte es zusätzlicher 

Probenvorbereitung um die einzelnen Großgruppen voneinander zu separieren. Hierfür wurde eine 

Zellsortierung mittels Flowzytometer verwendet. Außerdem wurde die Auswirkung der Zellfixierung 

mittels Lugolscher-Lösung, wie sie für Freilandproben notwendig ist, evaluiert. 

Vergleichende Messungen anhand von mikrotiterplattengekoppelter FTIR Spektroskopie und 

Mikroskop-gekoppelter FTIR Spektroskopie der sortierten Freilandproben folgten. Auf diese Weise 

sollte gezeigt werden, dass die Methode auch für Einzelzellanalytik einsetzbar ist. Mit Unterstützung 

und Beratung des Fraunhofer Instituts in Stuttgart konnte ein Mikroskop-gekoppeltes FTIR-

Spektrometer aufgebaut und das Setup getestet werden.  

Nach der Methodenentwicklung wurden die Modelle an Freilandproben getestet. Die Probennahme 

entlang ausgewählter Fließgewässer erfolgte durch das BfG. Die ermittelten Daten sollten zeigen, ob 




