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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Die intensive Tierhaltung im Nordwesten Deutschlands fiihrt zu deutlichen Nahrstoffliberschiissen in Form
von Giille, und daraus folgend zu unerwiinschten Nahrstoffeintragen in nicht-agrarische Okosysteme.
Diese konnen beispielsweise zur Eutrophierung von Oberflachengewassern oder zur Verunreinigung des
Grundwassers mit Nitrat fihren. Derzeit werden fir die Nutztierhaltung deutschlandweit Proteinfuttermittel,
hauptsachlich in Form von Sojaextraktionsschrot, in einer GréRenordnung von ca. 4,5 Mio. t pro Jahr aus
Nord- und Siidamerika importiert. Dies fihrt zu hohen Nahrstoffiiberschiissen in Nordwestdeutschland,
zur Abholzung von Regenwaldern, um Anbaufldchen zu gewinnen, und zu langen Transportwegen, die
zur Verstarkung der globalen Erwarmung beitragen.

Ziel des Projektes ist die Entwicklung eines standardisierten, rezirkulierenden Kultivierungsverfahrens fur
Wasserlinsen, in welches die Giillediinnphase als alternative Nahrstoffquelle integriert werden soll. Dabei
soll ein Produktionsprozess zur Erzeugung qualitativ hochwertiger und standardisierter Proteintrager fir
die Tiererndhrung anhand verschiedener Umweltparameter definiert und Nahrstoffkreislaufe geschlossen
werden. Der interdisziplinare Ansatz hat einen hohen Stellenwert im Projekt, da ein Bioverfahrensprozess
zur standardisierten Produktion von pflanzlicher Biomasse entwickelt wird, bei dem die Eignung des Pro-
duktes fir die Tierernahrung zielgebend ist. Im Vordergrund stehen somit Proteinertrag, biologische Wer-
tigkeit und Verdaulichkeit der Aminos&uren der erzeugten Wasserlinsenbiomasse.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Der Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf die Pflanzenperformance der Wasserlinsenarten Lemna
minor und Wolfiella hyalina wurde in aufeinanderfolgenden Versuchsreihen in einer Klimazelle Giberpruft.
Neben der Wachstumsdynamik (Frisch- und Trockenmasse) wurde hinsichtlich der inneren Qualitat der
Rohproteingehalt erfasst. Ergebnisse dieser Versuche dienten der parallelen Etablierung und Optimierung
eines vertikalen, standardisierten hydroponischen Kultivierungssystems fiir Wasserlinsen mit einer Pro-
duktionsflache von 25,2 m?. In einem weiteren Versuch wurde der Einsatz der Gulledinnphase in der
Wasserlinsenkultivierung Gberpruft.

Da die weitere Verwendung in Mischfuttermitteln eine Trocknung der Wasserlinsen erfordert, wurde in
zwei Versuchsreihen der Einfluss verschiedener Vortrocknungsmethoden (Blanchieren, PEF-Behandlung)
und Trocknungsverfahren (Konvektions-, Vakuumtrocknung) auf zuvor definierte Qualitdtsparameter bei




Wasserlinsen (Lemna minor) untersucht. Parallel dazu wurde in einem Futterungsversuch mit 108 mann-
lichen Masthdhnchen die Wirkung unterschiedlicher Wasserlinsenqualitaten auf die Verdaulichkeit von
Rohprotein, Aminosauren und Phosphor sowie auf die Tierleistung gepriift.
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Ergebnisse und Diskussion

Nachdem geeignete Wasserlinsenarten unter Berlicksichtigung der ernahrungsphysiologischen Anforde-
rungen landwirtschaftlicher Nutztiere identifiziert wurden, konnte der Einfluss verschiedener Umweltfakto-
ren auf die Pflanzenperformance von L. minor und W. hyalina untersucht werden. Hierbei wurde der Ein-
fluss der Nahrlésungszusammensetzung und -konzentration, der Lichtintensitat und —qualitat, sowie der
Einfluss der Temperatur und der Strdmungsgeschwindigkeit auf die Wachstumsdynamik, den Rohprotein-
gehalt und die In-vitro-Verdaulichkeit der beiden Arten untersucht. Der Rohproteingehalt lieR sich vor allem
durch die Nahrlésung und insbesondere durch ein verandertes Nitrat-Ammonium-Verhaltnis beeinflussen.
Die Nahrldsung hatte ebenfalls einen starken Einfluss auf die Wachstumsdynamik, ebenso wie die Lichtin-
tensitat. Bei den Einflussfaktoren Temperatur, Stromungsgeschwindigkeit und Lichtqualitat konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die gewonnenen Erkenntnisse dienten der Entwicklung
und Optimierung eines standardisierten hydroponischen Kultursystems mit einer Produktionsflache von
25,2 m2. Der Versuch zum Einsatz der Gillediinnphase hat eine mdgliche Erhéhung des Rohproteinge-
haltes gezeigt.

In den Versuchen zur qualitatsorientierten Trocknung von Wasserlinsen konnte dargestellt werden, dass
zuvor erzeugte Qualitaten durch den Trocknungsprozess erheblich beeinflusst werden kénnen. So zeigte
sich ein Einfluss der Vortrocknungsverfahren auf die Trockenmasse- und Rohproteinausbeuten. Zudem
bewirkten hohe Trocknungstemperaturen eine signifikante Reduktion des Gehalts an fermentlésbarem
Rohprotein.

Der Einsatz unterschiedlicher Wasserlinsenchargen in der Fitterung von Masthdhnchen ergab signifikante
Unterschiede zwischen den Ftterungsgruppen sowohl in den Parametern Tageszunahmen, Futterauf-
nahme und Futterverwertung als auch in den Verdauungswerten. Die standardisierte ileale Verdaulichkeit
des Rohproteins variierte zwischen 40,2 und 83,7 %, wobei die hdchsten Verdauungskoeffizienten fir das
Rohprotein und die Aminosauren bei Tieren ermittelt wurden, die mit Lemna obscura (35,5 % Rohprotein)
gefittert wurden. Die Masthahnchen dieser Fltterungsvariante zeigten bei einem Anteil von 25 % in der
Ration auch die besten tierischen Leistungen. Fir alle Wasserlinsenchargen wurden geringe Gehalte an
Phytat ermittelt, wobei sich in der Phosphorverdaulichkeit Schwankungen zwischen den Chargen (50,8 —
78,9 %) zeigten.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Durch eine breit aufgestellte Offentlichkeitsarbeit wurden verschiedene Zielgruppen mit der Wasserlin-
senthematik angesprochen. Neben wissenschaftlichen Publikationen in ausgewahlten Fachzeitschriften
konnte die Thematik sowohl auf nationaler als auch auf internationaler Ebene auf ausgewahlten Fachta-
gungen der wissenschaftlichen Community vorgestellt werden. Besonders hervorzuheben ist hierbei die
internationale Duckweed Conference in Israel im Jahr 2019. Auch auf der diesjahrigen Konferenz werden
erneut Beitrage zu den Versuchsergebnissen aus dem LemnaProtein Projekt vorgestellt werden. Zudem
befinden sich derzeit Artikel im Review-Prozess. Weitere Veréffentlichungen Uber die Projektlaufzeit hin-
aus sind geplant.

Fazit

Die Einstellung der Umweltparameter (Nahrlésung, Temperatur, Stromungsgeschwindigkeit, Lichtqualitat
und -intensitat) und deren kontinuierliche Uberwachung besitzen eine hohe Relevanz fir einen ertrags-
stabilen und qualitatsorientierten Anbau von Wasserlinsen. Um in Zukunft die gro3flachige Erzeugung und
damit die Bereitstellung erforderlicher Wasserlinsenmengen zu ermdglichen, ist eine weitere Prozessopti-
mierung und Automatisierung notwendig. Auch besteht weiterer Forschungs- und Optimierungsbedarf zur
Integration der Gillediinnphase in die entwickelte Kultivierungsweise von Wasserlinsen.

Insgesamt kdnnen unter standardisierten Produktionsbedingungen Wasserlinsen von hoher biologischer
Wertigkeit erzeugt werden, die eine interessante Rationskomponente, insbesondere auch in einer stark
stickstoff- und phosphorreduzierten Ftterung, sein kdnnen. Weitere Untersuchungen mit standardisierten
Produkten zur Etablierung praxisgerechter Fitterungskonzepte sind erforderlich.
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Zusammenfassung

Die intensive Tierhaltung im Nordwesten Deutschlands fuhrt zu deutlichen Nahrstoffuber-
schiussen in Form von Gllle und daraus folgend zu unerwiinschten Nahrstoffeintragen in nicht-
agrarische Okosysteme. Diese kénnen beispielsweise zur Eutrophierung von Oberflachenge-
wassern oder zur Verunreinigung des Grundwassers mit Nitrat fihren. Derzeit werden flr die
Nutztierhaltung deutschlandweit Proteinfuttermittel, hauptsachlich in Form von Sojaextrakti-
onsschrot, in einer Gréf3enordnung von ca. 4,5 Mio. t pro Jahr aus Nord- und Stidamerika im-
portiert.

Ziel des LemnaProtein-Projektes war die Entwicklung eines standardisierten, rezirkulierenden
Kultivierungsverfahrens fir Wasserlinsen, in welches die Gulledinnphase als alternative Nahr-
stoffquelle integriert werden sollte. Dabei sollte ein Produktionsprozess zur Erzeugung quali-
tativ hochwertiger und standardisierter Proteintrager fir die Tierernahrung anhand verschie-
dener Umweltparameter definiert und Nahrstoffkreislaufe geschlossen werden. In dem 3,5-
jahrigen Projekt wurden hierzu verschiedene Versuche in den Bereichen Pflanzenwissen-
schaften und Tiererndhrung durchgeflhrt.

Zunachst erfolgte eine Identifikation geeigneter Wasserlinsenarten unter Berticksichtigung der
ernadhrungsphysiologischen Anforderungen landwirtschaftlicher Nutztiere. Daran anschlie-
Rend wurde der Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf die Pflanzenperformance von
L. minor und W. hyalina untersucht. Der Rohproteingehalt lie3 sich vor allem durch die Nahr-
I6sung und insbesondere durch ein verandertes Nitrat-Ammonium-Verhaltnis beeinflussen.
Die Nahrlésung hatte ebenfalls einen starken Einfluss auf die Wachstumsdynamik ebenso wie
die Lichtintensitat. Bei den Einflussfaktoren Temperatur, Stromungsgeschwindigkeit und Licht-
qualitdt konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die gewonnenen Er-
kenntnisse dienten der Entwicklung und Optimierung eines standardisierten hydroponischen
Kultursystems mit einer Produktionsflache von 25,2 m2. Der Versuch zum Einsatz der Giille-
dinnphase hat eine mdgliche Erhdhung des Rohproteingehaltes gezeigt. Es besteht aber
noch weiterer Forschungs- und Optimierungsbedarf zum standardisierten Einsatz bei der Kul-
tivierung von Wasserlinsen.

In den Versuchen zur qualitatsorientierten Trocknung von Wasserlinsen konnte dargestellt
werden, dass zuvor erzeugte Qualitaten durch den Trocknungsprozess erheblich beeinflusst
werden konnen. So zeigte sich ein Einfluss der Vortrocknungsverfahren auf die Trocken-
masse- und Rohproteinausbeute. Zudem bewirkten hohe Trocknungstemperaturen eine sig-
nifikante Reduktion des Gehalts an fermentldsbarem Rohprotein.

Der Einsatz unterschiedlicher Wasserlinsenchargen in der Fitterung von Masthahnchen ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Fltterungsgruppen sowohl in den Parametern Tages-

zunahmen, Futteraufnahme und Futterverwertung als auch in den Verdauungswerten. Die



standardisierte ileale Verdaulichkeit des Rohproteins variierte zwischen 40,2 und 83,7 %, wo-
bei die hochsten Verdauungskoeffizienten fir das Rohprotein und die Aminosauren bei Tieren
ermittelt wurden, die mit Lemna obscura (35,5 % Rohprotein) gefiittert wurden. Die Masthahn-
chen dieser Futterungsvariante zeigten bei einem Anteil von 25 % in der Ration auch die bes-
ten tierischen Leistungen. Des Weiteren konnten Differenzen der Fitterungsgruppen hinsicht-
lich der Phosphorverdaulichkeit festgestellt werden. Im Rahmen der laboranalytischen Unter-
suchung wurden fiur alle Wasserlinsenproben geringe Gehalte an Phytat (2,9 — 7,8 % des
Gesamtphosphorgehaltes) ermittelt. Die Werte liegen damit deutlich unter den Gehalten an-
derer pflanzlicher Futterkomponenten und deuten an, dass Wasserlinsen eine interessante
Rationskomponente in P-reduzierten Futtermischungen fur Masthdhnchen darstellen kénnen.
Der Einsatz von Wasserlinsen in der Fltterung landwirtschaftlicher Nutztiere kann somit zu-
kiinftig einen Beitrag fur eine nachhaltige und ressourcenschonende Tierhaltung leisten.
Weiterer Forschungsbedarf betrifft die Prozessoptimierung und Automatisierung, um die erfor-
derlichen Wasserlinsenmengen kultivieren zu kdnnen, sowie die Integration der Gilledinn-
phase in die entwickelte Kultivierungsweise von Wasserlinsen. Zudem sind Untersuchungen
mit standardisierten Produkten zur Etablierung praxisgerechter Fltterungskonzepte erforder-
lich.



1 Anlass und Zielsetzung

Die intensive Tierhaltung im Nordwesten Deutschlands fuhrt zu deutlichen Nahrstoffuber-
schiussen in Form von Gllle und daraus folgend zu unerwiinschten Nahrstoffeintragen in nicht-
agrarische Okosysteme. Diese kdnnen beispielsweise zur Eutrophierung von Oberflachenge-
wassern oder zur Verunreinigung des Grundwassers mit Nitrat fihren. Derzeit werden flr die
Nutztierhaltung deutschlandweit Proteinfuttermittel, hauptsachlich in Form von Sojaextrakti-
onsschrot, in einer Gréf3enordnung von ca. 4,5 Mio. t pro Jahr aus Nord- und Stidamerika im-
portiert. Dies fuhrt zu hohen Nahrstoffiiberschiissen in Nordwestdeutschland, zur Abholzung
von Regenwaldern, um Anbauflachen zu gewinnen, und zu langen Transportwegen, die zur
Verstarkung der globalen Erwarmung beitragen.
Die hier skizzierten Problemstellungen wurden durch ein interdisziplindres Forschungsprojekt
an der Hochschule Osnabriick mittels eines innovativen Gesamtkonzepts (Abbildung 1) bear-
beitet. Dieses gliederte sich in zwei Arbeitspakete:

e Arbeitspaket A: Entwicklung eines standardisierten Produktionsprozesses fur Wasser-

linsen
e Arbeitspaket B: Nutzung von Wasserlinsen als Futtermittel-Alternative zu importierten

Sojaextraktionsschrot
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Abbildung 1: Modell- und Kreislaufcharakter des LemnaProtein-Projektes

Ziel des Projektes war die Entwicklung eines geschlossenen und kontrollierbaren Kultivie-
rungsverfahrens flir Wasserlinsen auf Basis der Gilledinnphase. Dabei sollte ein Produkti-
onsprozess zur Erzeugung qualitativ hochwertiger und standardisierter Proteintrager fur die

Tierernahrung anhand verschiedener Umweltparameter definiert werden. Der interdisziplinare
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Ansatz hatte einen hohen Stellenwert im Projekt, da ein Bioverfahrensprozess zur standardi-
sierten Produktion von pflanzlicher Biomasse entwickelt werden sollte, bei dem die Eignung
des Produktes fir die Tierernahrung zielgebend war. Im Vordergrund standen somit Protein-
ertrag, biologische Wertigkeit und Aminosaurenverdaulichkeit der erzeugten Wasserlinsenbi-
omasse. Zur Bewertung der ernahrungsphysiologischen Eigenschaften der Wasserlinsen wur-
den Futterungsversuche mit Masthahnchen geplant. Auf Basis der gewonnen wissenschaftli-
chen Erkenntnisse sollten Futterungsempfehlungen zum Einsatz von Wasserlinsen bei Mast-

hahnchen erarbeitet werden.

2 Projektverlauf
Mit Projektstart im Oktober 2018 erfolgte eine Einarbeitung in das Thema und die Planung der

nachsten Projektschritte. Nach erfolgreicher Literaturrecherche konnten drei Wasserlinsenar-
ten anhand der ernahrungsphysiologischen Anforderung landwirtschaftlicher Nutztiere identi-
fiziert werden. Im Januar 2019 wurden diese aus der Sammlung des Institutes fir Pflanzen-
physiologie der Universitat Jena bezogen. Wie dem Balkenterminplan (Abbildung 2) zu ent-
nehmen ist, wurden die urspringlichen Sterilkulturen am Standort Haste etabliert und weiter
kultiviert. Neben der weiteren Planung der anstehenden Versuche und der damit verbundenen
Materialbeschaffung wurden erste Vorversuche mit den Wasserlinsenarten durchgefuhrt. Mitte
2019 fanden pflanzenbauliche Versuche hinsichtlich der Untersuchung des Einflusses ver-
schiedener Umweltparameter auf das Wachstum der Wasserlinsen als ein wesentlicher Be-
standteil des Arbeitspakets A statt. Dazu erfolgte zunachst die Uberpriifung des Einflusses der
Nahrlésungszusammensetzung und —konzentration auf die Performance der Wasserlinsen.
Weitere Versuche zum Einfluss der Beleuchtung, der Durchflussgeschwindigkeit und der Tem-
peratur folgten Mitte und Ende 2020. Parallel zu den pflanzenbaulichen Versuchen wurde die
In-vitro-Verdaulichkeit aller Varianten bestimmt und als ein weiterer Untersuchungsfaktor in
das Arbeitspaket B implementiert. Zwischen den Versuchen erfolgten jeweils eine intensive
Planung und Vorbereitung sowie eine Auswertung und Aufbereitung der Daten. Ab Mitte Mai
konnte auf Basis der Ergebnisse des Nahrlésungsversuches eine erste Publikation (Petersen
et al. 2021) erarbeitet werden. Der Einsatz der Gillediinnphase wurde erstmalig Mitte 2021
im bestehenden Versuchssystem uberprift. Neben den laufenden pflanzenbaulichen Versu-
chen erfolgte im Februar 2020 ein Upscaling des Kreislaufsystems. Die Wasserlinsen fir die
anstehenden Fitterungsversuche wurden zunéachst in Kooperation mit der Firma Aqua-Light
GmbH in Bramsche erzeugt, bis dann ein eigenes System erworben, modifiziert und fir eine
engere Betreuung am Standort Haste im Juli 2020 in Betrieb genommen wurde. Auf Basis der
pflanzenbaulichen Versuche erfolgte eine kontinuierliche Optimierung des Systems. Die qua-
litdtsorientierte Trocknung der Wasserlinsen fand im Rahmen des Arbeitspaktes B Ende 2020

statt. Parallel dazu wurden Futterungsversuche mit Masthahnchen durchgefihrt, um eine erste
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ernahrungsphysiologische Bewertung verschiedener Wasserlinsenqualitdten anhand von

Leistungs- und Verdaulichkeitsparameter vornehmen zu kénnen.

Arbeitspaket 2019 2020 2021 2022

A| B

Literaturrecherche

Auswahl Wasserlinsenspezies|

Auswahl Testparameter + Versuchsplanung|

1
2
Aufbau einer stabilen Kultur] 2
2

Materialbeschaffung|

in vitro protei i i i 1
Pflanzenversuche N 2
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Der Parameter "in vitro-Rohproteinverdaulichkeit” Laborarbeiten; Datenauswertung und -aufbereitung
wird in den Optimierungsprozess implementiert Labor: in vitro Rohprotein-Verdaulichkeit und Datenauswertung

Abbildung 2: Balkenterminplan des LemnaProtein-Projektes (Januar 2019 bis Marz
2022)

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Optimierung der Wasserlinsen-Produktion

3.1.1 Etablierung der Wasserlinsen am Standort Haste

Da es sich bei den Lemnaceae um eine neuartige Kultur am Standort Haste handelt, mussten
in einem ersten Schritt geeignete Arten ausgewahlt und in Reinkultur bezogen werden. Die
zuvor unter sterilen Bedingungen kultivierten Arten wurden am Standort Haste fur weitere Ver-
suche unter nicht-sterilen Bedingungen angebaut und vermehrt. Die Auswahl| der geeigneten
Arten und die Schritte flir den Aufbau einer stabilen Erhaltungskultur werden im Folgenden

genauer erlautert.

3.1.1.1 Auswahl geeigneter Wasserlinsenarten

Es wurden drei Wasserlinsenspezies fur die Kultivierung im hydroponischen System an der
Hochschule Osnabriick ausgewahlt. Hauptkriterium fur die Auswahl war aufgrund der geplan-
ten Verwendung im Tierfutter das Aminosauremuster und ein hoher Lysingehalt. Diese Ami-
nosaure ist in einer Vielzahl von Rationen erstlimitierend (FULLER 2004). Die Gehalte an Pro-

tein, Starke oder Faserstoffen werden vor allem durch die Kultivierungsbedingungen beein-



flusst. Der Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf die Pflanzenperformance der ausge-
wahlten Arten wurde in verschiedenen Versuchen untersucht und wird im weiteren Verlauf der
Arbeit dargestellt. Auf Basis der genannten Kriterien wurden Lemna minor 9441 (Deutschland,
Marburg), Wollfiella hyalina 9525 (Indien, Telangana) und Wollffia microscopica 2007 & 2005
(Indien, Gujarat) ausgewahlt. Bezogen wurden diese im Januar 2019 aus der Sammlung des
Institutes fur Pflanzenphysiologie der Universitat Jena. Hierbei handelte es sich um Sterilkul-
turen. Zusatzlich zum Aminosauremuster spricht fir Lemna minor die bereits erfolgte Auf-
nahme in die sogenannte ,Positivliste” (notwendig fir die Nutzung als Einzelfuttermittel in
Deutschland). In Tabelle 1 sind die Aminosauregehalte der ausgewahlten Arten unter der An-
gabe verschiedener Klone und als Referenz die Aminosauregehalte von Sojaextraktionsschrot
abgebildet.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Aminosiuregehalte (g-100 g XP) der ausgewihlten Was-
serlinsenarten unter Angabe verschiedener Klone (ausgewahlte Klone grau hinterlegt)

Art Stamm Lys Met Cys Thr Val Literaturnachweis
g-100 g' XP

L. minor 6570 7,1 2,0 0,3 48 6,8 AMADO et al. (1980)
L. minor 6578 6,8 51 7.3 AMADO et al. (1980)
L. minor 7194 6,9 2,1 0,4 48 6,3 AMADO et al. (1980)
L. minor 5,0 1,4 0,9 43 50 HANCZAKOWSKI et al. (1995)
L. minor 5,1 1,4 0,8 39 48 HANCZAKOWSKI et al. (1995)
L. minor 9441 5,0 1,6 1,1 41 46 APPENROTH et al. (2017)
Mittelwert 6,0 1,7 0,7 45 58

W. microscopica 2005 5,7 1,6 1,2 47 49 Appenroth et al. (2017)
W. microscopica 2007 6,0 1,7 1,6 45 50 APPENROTH et al. (2018)
Mittelwert 5,9 1,7 1,4 46 5,0

W. hyalina 7376 7.4 50 7.4 AMADO et al. (1980)
W. hyalina 7378 6,9 0,8 52 7,0 AMADO et al. (1980)
W. hyalina 7426 7,0 1,0 54 6,9 AMADO et al. (1980)
W. hyalina 9525 5,8 2,0 1,0 42 48 APPENROTH et al. (2017)
Mittelwert 6,8 1,3 1,0 50 6,5

Sojaschrot 6,1 1,4 1,5 39 48 SAUVANT et al. (2004)

3.1.1.2 Aufbau einer Erhaltungskultur

Die von der Universitat Jena bezogenen Sterilkulturen mussten an der Hochschule Osnabriick
im Hinblick auf die zukunftigen Arbeiten und Verwendungszwecke unter nicht-sterilen Bedin-
gungen kultiviert werden. Die grof3te Herausforderung bei der Kultivierung ist die Adaption an
nicht-sterile Wachstumsbedingungen. Insbesondere die ubiquitdr vorkommenden Sporen von
Fadenalgen kdnnen bei unginstigen Kultivierungsbedingungen innerhalb kurzester Zeit eine

Wasserlinsenpopulation schadigen und im Folgenden dafiir sorgen, dass das Wachstum der



Wasserlinsen stark gehemmt wird. In der Literatur ist wenig Uber eine nicht-sterile und algen-
arme bzw. algenfreie Kultivierung verschiedener Wasserlinsenarten bekannt, da wissenschaft-
liche Versuche in der Regel unter sterilen Bedingungen und in kleinerem Mafstab stattfinden.
Zuerst musste mittels des vorhandenen Wissens ein Kultursystem fur die Vermehrung und
Erhaltung entwickelt werden. Im Zuge dieses Prozesses wurden in Vorversuchen (ohne sta-
tistische Analysen) die Auswirkungen unterschiedlicher Systemveranderungen und Umwelt-
faktoren auf das Wachstum und die Farbe (als méglicher Indikator fur die Pflanzengesundheit)
der einzelnen Wasserlinsenarten und das Wachstum von Fadenalgen beobachtet und beur-
teilt.
Folgende Faktoren wurden untersucht:

e Nahrlésungszusammensetzung

e Verdinnungsstufen der Nahrlésungen

e Eisenchelatbildner

e Sauren/Laugen zur pH-Regulierung

o Lichtintensitat und -qualitat

e Photoperiode

o Kultivierungsbecken
Far die Nahrlosung wurde ein nitrathaltiges Medium und ein ammoniumhaltiges Medium ge-
wahlt. Hergestellt wurde es aus kommerziell erhaltlichen Dingemn, angelehnt an das nitrathal-
tige N-Medium, welches unter sterilen Bedingungen die héchsten Wachstumsraten erzielen
konnte (APPENROTH 2015). In der Literatur wird hingegen beschrieben, dass bevorzugt Am-
monium von den Wasserlinsen aufgenommen wird (CEDERGREEN, VINDBZAK MADSEN
2002; ZHANG et al. 2014). Die Nahrmedien wurden in verschiedenen Verhaltnissen verdinnt,
um weniger Uberschissige Nahrstoffe vorliegen zu haben, die das Algenwachstum gefdrdert
hatten. Um Eisen pflanzenverfigbar zu halten, liegt es in Dingemittel haufig in Form von Ei-
senchelat vor. Es gibt verschiedene Chelatbildner (z. B. EDDHA oder EDTA), die unterschied-
liche Einflisse auf die im Produktionsprozess nicht erwtinschte Blitenbildung bei Wasserlin-
sen haben (KHURANA, MAHESHWARI 1983) und in unterschiedlichen pH-Bereichen aktiv
sind. Fir die geplanten Versuche wurde aufgrund der Vorversuche das EDDHA als Chelat-
bildner verwendet, da es in einem weiten pH-Bereich von 2 bis 10 stabil ist.
Durch die Aufnahme von Nahrstoffen kann sich der pH-Wert in kiirzester Zeit deutlich veran-
dern. Abhangig von der vorliegenden Stickstoffform steigt der Wert auf bis zu pH 10 (bei nit-
rathaltiger Losung) oder sinkt auf ca. pH 3 (bei ammoniumhaltiger Losung). Es ist somit von
zentraler Bedeutung, den pH-Wert im optimalen Bereich zu stabilisieren. Mit jeder Einheit zu-

gegebener Saure bzw. Lauge gelangen weitere Nahrstoffe in die Lésung, die das Wachstum



beeinflussen kénnen und somit ebenfalls berticksichtigt werden missen. In weiteren Untersu-
chungen kann diese Herausforderung durch einen Teilwasserwechsel und die Anpassung der
Nahrldsung umgangen werden.

Strahlungsspektren mit und ohne UV-Anteil wurden mittels LEDs (M30, SANLight) getestet.
Die Photoperiode (Beleuchtung pro Tag in Stunden) wurde variiert um das Wasserlinsen-
wachstum zu steigern und gleichzeitig eine Uberwucherung des Systems mit Fadenalgen zu
verhindern. Als Kompromiss zwischen Wasserlinsenwachstum und Einddmmung des Algen-
wachstums hat eine Photoperiode von 12:12 h oder 14:12 h (Tag:Nacht) positive Effekte her-
vorgebracht.

Schlussendlich wurden samtliche weifde Kultivierungsbehaltnisse durch Schwarze ersetzt, um
moglichst wenig Strahlungsreflektion in der Wassersaule zu erzeugen und somit das Algen-
wachstum weiter zu bremsen. Zudem konnte durch eine hohere Besatzdichte der Wasserlin-
sen das Algenwachstum ebenfalls eingedammt werden.

Im Gegensatz zu den anderen beiden Arten erwiesen sich beide Klone von W. microscopica
bereits in den ersten Wochen unter den nicht-sterilen Bedingungen als schwer kultivierbar.
Alle getroffenen MaRnahmen und Veranderungen fihrten zu keinem zufriedenstellenden
Wachstum, weshalb beide Klone dieser Art bereits nach kurzer Zeit fur weitere Versuche aus-
schieden. Nach Riicksprache mit Dr. Appenroth und Mr. Skillicorn (USA) wurde die Beobach-
tung bestatigt, dass diese Art unter nicht-sterilen Bedingungen als sehr schwer kultivierbar gilt.
Im Hinblick auf das weitere Vorhaben und eine spatere Kultivierung der Wasserlinsen sind
Arten gefordert, die robust gegen schwankende Umweltparameter sind. Deswegen erschien

es sinnvoll, sich auf die Arten L. minor und W. hyalina zu konzentrieren.

3.1.2 Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf die Pflanzenperformance von W.
hyalina und L. minor

3.1.2.1 Versuch zur Nahrlésungszusammensetzung und —konzentration

Ziel dieses Versuches war es, den Einfluss funf verschiedener Nitrat-N zu Ammonium-N-Ver-
héaltnisse in modifizierten N-Medien auf die Wachstumsrate (RGR), den Rohproteingehalt
(CPC) und den relativen Proteinertrag (RPY) von L. minor und W. hyalina zu untersuchen. Um
die hemmende Wirkung der Algen auf die Wachstumsrate und Biomasseproduktion der Was-
serlinsen zu minimieren, wurden verschiedene Verdinnungsstufen untersucht. Au3erdem
wurde die Abnahme der NOs-N und NH4*-N -Konzentrationen in den Nahrldsungen gemes-

sen, die auf die N-Aufnahme durch die Wasserlinsen zurlickzufihren ist.

3.1.2.1.1 Material und Methoden
Die Versuche wurden in einer Klimakammer (Lange x Breite x Hohe: 4 x 3 x 3 m) mit den

Wasserlinsenarten L. minor und W. hyalina auf dem Campus der Hochschule Osnabriick
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durchgefiihrt. Die Versuche erfolgten in schwarzen PE-GefalRen mit einem Durchmesser von
24 cm, die jeweils 4 L des N-Mediums enthielten. Alle verwendeten modifizierten Medien ba-
sierten auf dem N-Medium. Die folgenden Abklrzungen fir die funf verschiedenen Verhalt-
nisse von NO3-N zu NH4*-N werden nachfolgend verwendet: [100-0] = 100 % NOs-N - 0 %
NH4*-N; [75-25] = 75 % NO3™-N - 25 % NH4*-N; [50-50] = 50 % NO3™-N - 50 % NH4*-N; [25-75]
=25 % NO3-N - 75 % NH4*-N; [0-100] = 0 % NOs™-N - 100 % NH4*-N. In Vorversuchen wurde
beobachtet, dass das Wachstum der Wasserlinsen durch die Kontamination der Kulturen mit
ubiquitaren Algen gestort wurde. Um die Pflanzenperformance von Wasserlinsen unter nicht-
sterilen Bedingungen (Problematik des Wachstums von Algen und Mikroorganismen) zu be-
stimmen, wurden zwei Nahrstofffaktoren untersucht. Fur alle fiinf Verhaltnisse von NO3-N zu
NH.s*-N wurden zwei verschiedene Verdinnungen (10 % und 50 % der urspriinglichen Kon-
zentration) verwendet, die durch "/10" und "/50" hinter den Verhaltnissen gekennzeichnet sind.
Verdunnungen von 1 % und 5 % (/1; /5) wurden in den ersten Experimenten mit [100-0] ver-
wendet, in spateren Experimenten jedoch aufgrund signifikant schlechterer Ergebnisse nicht
weiter untersucht. Um das Wachstum von Algen und Bakterien zu minimieren, wurde die Tem-
peratur bei 20,4+1,3 °C gehalten. Als Lichtquelle wurden S4W LED-Elemente (SANIight
GmbH, Bludenz, Osterreich) mit einer photosynthetisch-aktiven Strahlung von 350 ymol-m-s-
' verwendet. Die Photoperiode wurde auf 8 h Licht und 16 h Dunkelheit eingestellt.

Die sechs Stammldsungen fur alle finf unterschiedlich modifizierten N-Medien wurden haupt-
sachlich mit handelsublichen landwirtschaftlichen Dungemitteln und deionisiertem Wasser
hergestellt. Fur die Herstellung der Stammldsungen wurden die folgenden Produkte verwen-
det: Krista MKP, Calcinit, Krista K Plus (alle von Yara GmbH & Co. KG, Dilmen, Deutschland),
OCI Granular 2 (OCI NV, Amsterdam, Niederlande), Kaliumchlorid, Natriummolybdat Dihydrat
technische Qualitat (beide AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland), Ammoniumchlorid
p.a., Calciumchlorid-Dihydrat (beide Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), Borax, Mangan
(beide Horticoop, Bleiswijk, Niederlande), Epso Combitop (K+S AG, Kassel, Deutschland) und
Ferty 72 (Planta Dungemittel GmbH, Regenstauf, Deutschland). Die genaue Formulierung fir

jede Stammldsung ist Tabelle 2 zu entnehmen.



Tabelle 2: Zusammensetzung der sieben Stammlésungen (g-L™) fiir fiinf verschiedene
Verhiltnisse von Nitrat-N zu Ammonium-N ([100-0], [75-25], [50-50], [25-75], [0-100]),

basierend auf dem N-Medium

[100-0] [75-25] [50-50] [25-75] [0-100]

Stammlosung Produktname Hauptkomponente

(oL") (gL") (gL") (gL") (gL
1 Calcinit NOs™-N, NH4*-N, Ca* 47.2 354 23.6 11.8 0
1 Krista K Plus NOs-N, K* 161.8 1213  80.9 40.4 0
2 NH4CI NH4*-N, CI 0 0 26.7 53.5 80.2
3 OCI Granular 2 NH4*-N, SO4* 0 33 33 33 33
4 KCI K*, CI 0 29.8 59.6 89.5 1193
4 CaCl2 * 2 H20 Ca*, CI 0 7.4 14.7 221 29.4
5 Krista MKP PO, K* 27.2 27.2 27.2 27.2 27.2
6 Epso Combitop  Mg?*, SO4%, Mn?*, Zn?* 49.3 49.3 49.3 49.3 49.3
6 Borax BOs* 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
6 Mangaan Mn2*, SO, 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44
6 MoNaxO4 * 2 H20 MoO4%, Na* 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
7 Ferty 72 Fe3* 2.2 2.2 2.2 2.2 2.2

Die Stammlésungen wurden mit lokalem Leitungswasser verdinnt, um die anfanglichen N-

Medium-Konzentrationen von 100 % zu erhalten, die in Tabelle 3 aufgefihrt sind.

Tabelle 3: Nahrstoffz7usammensetzung (mM) des modifizierten N-Mediums mit fiinf ver-
schiedenen Verhiltnissen von NO3;-N (hellgrau) zu NH4*-N (dunkelgrau) bei einer An-
fangskonzentration von 100 %. Diese Konzentrationen wurden auf die Endkonzentrati-
onen von 10 % und 50 %, in einigen Fallen auf 1 % und 5 % verdiinnt

NOs3-N-NH4*-N-Verhiltnis [100-0] [75-25] [50-50] [25-75] [0-100]
Substanz (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
NOs-N 10.1 7.6 5.1 2.6 0.1
NHs*-N 0 2.5 5 7.5 10
PO 1 1 1 1 1
K* 9.1 9.1 9.1 9.1 9.1
Mg?* 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
S04 2.0 3.2 3.2 3.2 3.2
Ca* 2.2 2.2 2.2 2.2 2.2
Cr 0.9 34 8.4 13.4 18.4
Fe3* 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
BOs* 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
Mn?2* 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013
Zn? 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
MoO.* 0.0004 0.0004 0.0004 0.0004 0.0004
Na* 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
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Die Vorkultivierung erfolgte tUber einen dreitagigen Zeitraum in den unterschiedlich verdiinnten
und modifizierten Nahrmedien, um den Lag-Phase-Effekt auf die RGR-Daten zu vermeiden.
Die Experimente dauerten sieben Tage und wurden unter nicht-sterilen Wachstumsbedingun-
gen durchgefihrt. Die Gefalde wurden in einem randomisierten Blockdesign in der Klimakam-

mer angeordnet.

Nahrstoffkonzentration

Um zu Uberprifen, ob sich bestimmte Nahrstoffe Giber den Versuchszeitraum in der Nahrl6-
sung anreichern oder deren Konzentration stark absinkt, wurde die Nahrlésung beprobt. Die
Bestimmung der Nahrstoffe mittels der ICP-OES ICAP 7400 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) erfolgte angelehnt an die DIN EN ISO 11885:2009-09. Hierfur
wurden die Proben nach der Entnahme filtriert und ein Teil im Anschluss mit Salpetersaure
angesauert und bis zur Analyse gekuhlt. Bei der Analyse mit der ICP-OES wurden die Kon-
zentrationen folgender Nahrstoffe im Nahrmedium bestimmt: Bor, Calcium, Kupfer, Eisen, Ka-
lium, Magnesium, Mangan, Natrium, Phosphor, Schwefel und Zink.

Far die Nitrat- und Ammoniumbestimmung wurde die restliche Nahrldsungsprobe am jeweili-
gen Tag der Probennahme eingefroren (-18 °C) und erst zur Analyse wieder aufgetaut. Die
Bestimmung der Ammoniumkonzentration erfolgte angelehnt an die ,Nmin-Methode (Labor)*
(VDLUFA 2012b), die der Nitratkonzentration wurde angelehnt an die Methode ,Bestimmung
von Nitrat-Stickstoff durch UV-Absorption“ durchgefiihrt (VDLUFA 2012a). Bei beiden Analy-
sen wurden die Proben entsprechend aufbereitet und auf den fir das Analysegerat nachweis-
baren Konzentrationsbereich verdinnt. Die Analyse erfolgte mittels des UV/VIS Spectromter
Lambda 25 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Die Ergebnisse wurden im Anschluss mit dem

jeweiligen Verdinnungsfaktor multipliziert, um die Endkonzentrationen zu berechnen.

Frisch- und Trockenmasse

Fir die anfangliche Biomasse wurden die Wasserlinsen aus der Erhaltungskultur nach dem in
Abbildung 3 dargestellten Schema abgeerntet, gewaschen und geschleudert. Im Anschluss
wurde die gesamte Biomasse durchmischt, um eine Homogenisierung des Materials sicher-
zustellen. Um einen ahnlichen Oberflachenbedeckungsgrad zu Beginn zur erreichen, wurde
eine Startmenge von jeweils 1,5 g fur W. hyalina und 2 g fir L. minor in die Becken gegeben.
Die unterschiedlichen Startmassen der Wasserlinsen sind auf unterschiedliche Oberflachen-
grélen der zwei Arten zurlickzufiihren und resultieren aus Vorversuchen.

Far die Frischmassebestimmung wurde jedes der Kultivierungsbecken nach dem in Abbildung
3 dargestellten Schema abgeerntet. Hierzu wurden die Wasserlinsen mit einem Sieb abge-
schopft und im Anschluss mit Wasser abgespdlt, um die anhaftende Nahrlésung und mogliche

Algen zu entfernen. Danach wurden sie in ein Netz Uberflhrt, in welchem sie fir drei Minuten
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in einer Wascheschleuder (,Top Spin Compact* der Firma oneConcept) geschleudert wurden,
um eine standardisierte Entfernung von anhaftendem Wasser sicherzustellen. Daraufhin
wurde das Gewicht der gesamten Frischmasse eines jeweiligen Beckens erfasst und Proben
fur die Rohproteingehaltsbestimmung entnommen. Diese Proben wurden ebenfalls fir die Be-
stimmung der Trockenmasse verwendet. Daftir wurden die Proben fir die Rohproteingehalts-
bestimmung bei 60 °C (DIN EN ISO 20079:2006-12) fur 72 Stunden getrocknet und nach Ab-

kiihlung auf Zimmertemperatur mittels einer Feinwaage gewogen.

Abbildung 3: Ablaufdiagramm der Beerntung eines Beckens zur Erfassung der Frisch-
masse, a: Abernten der Wasserlinsen, b: Spiilen und Uberfiihren der Wasserlinsen in
ein Netz, c: Schleudern der Wasserlinsen, d: Wagung der Gesamtfrischmasse, e: Wa-
gung der Probemengen und Uberfithrung in die ProbengefiRe

Uber den Trockenmassegehalt, der sich aus der eingewogenen Frisch- und Trockenmasse
errechnen lasst, konnte die Startmasse und der Zuwachs bezogen auf die Trockenmasse be-
rechnet werden. Zudem wurden die RGR (g-g"-Tag™) (1) und die Verdopplungszeit (doubling
time, DT) (2) sowohl aus der Frischmasse als auch aus der Trockenmasse angelehnt an
ZIEGLER et al. (2015) nach den folgenden Formeln berechnet:

RGR = (Inx(t7) — Inx(t0))/(t7 — t0) (1)

DT = In2/RGR 2)
Fur die Berechnung der RGR (1) wird die Biomasse zum Ende eines jeweiligen Versuches (t7)
und die Startbiomasse (t0) bendtigt. Der hintere Teil der Formel (t7-t0) bezieht sich auf die
Versuchsdauer und ist fur diesen Versuch gleich 7 zu setzen. Die DT gibt an, in wie vielen

Tagen sich eine Ausgangsbiomasse verdoppelt hat.
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Rohproteingehalt

Fir die Bestimmung des Rohproteingehaltes wurden Proben gezogen, fiir 72 Stunden bei 60
°C getrocknet und nach der Wagung in luftdicht verschlossene Gefalde Gberfihrt. Nach Been-
digung aller Versuche erfolgte die Bestimmung des Rohproteingehaltes mittels der Dumas-
Verbrennungsmethode (VDLUFA 2004). Hierfur ist es erforderlich, die Proben zuvor zu homo-
genisieren und zu vermahlen (Siebdurchgang 1 mm). Aufgrund der geringen Probenmengen
wurde davon abgesehen, die Proben zu vermahlen, um die hierbei entstehenden Probenma-
terialverluste zu verhindern. Stattdessen wurden die Proben in dem jeweiligen Gefal® mittels
eines Glasstabes ,zerstof3en“. Um eine ausreichende Homogenisierung der Proben sicherzu-
stellen, wurde vor der eigentlichen Messung der Versuchsproben eine Voruntersuchung zum
Einfluss des Vermahlungsgrades der Wasserlinsenproben auf die Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse durchgefiihrt (Tabelle 4). Hierflr wurde in jeweils vierfacher Wiederholung das mit
einer Kugelmuhle vermahlene Probenmaterial und das mit der Hand ,zerstof3ene* Material auf
deren Stickstoffgehalt Uberprift und miteinander verglichen. Den Ergebnissen aus Tabelle 4
kann entnommen werden, dass das ,ZerstoRen“ des Probenmaterials zu einer ahnlich guten
Reproduzierbarkeit der Daten flihrt wie das Vermahlen mit der Kugelmuhle. Auf dieser Grund-

lage wurde die Methode des ,ZerstofRens” fir die geringen Probenmengen angewendet.

Tabelle 4: Einfluss des Vermahlungsgrades (Kugelmiihle, mit Hand ,,zerstoBen“) auf die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Gesamt-Stickstoffanalyse (% N)

Wiederholung

1 2 3 4 Mittelwert Stabw. VK %
Kugelmdihle %N 4,879 4,889 4,847 4,839 4,864 0,0210 0,4317
"zerstoRen" ° 4,838 4,875 4,906 4,865 4,871 0,0243 0,4993

Fir die Einwaage der Probenmenge von etwa 0,17 g — 0,18 g wird eine Einwaagehilfe benétigt.
Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, wurde hierfir der obere Teil einer Zigarettenhilse verwendet,
an der einen Seite verdreht und das Probenmaterial eingefiillt. Nach der Einwaage wurde die
andere Seite der Hilse ebenfalls zugedreht und die Einwaagehilfe inklusive der eingefiillten
Probe zu einer Tablette gepresst (siehe Abbildung 4b-c), welche spater in den Probenteller
des Analysegerates gegeben wurde (siehe Abbildung 4d). Fur die Analyse des Stickstoffgeh-
altes wurde das Gerat ,Leco FP628“ verwendet. Der ermittelte prozentuale Stickstoffgehalt
der Probe konnte durch Multiplikation mit einem Umrechnungsfaktor von 6,25 fur Futtermittel
in den prozentualen Rohproteingehalt umgerechnet werden. Dieser Umrechnungsfaktor eig-
net sich auch fir Wasserlinsen (APPENROTH et al. 2017, CASAL et al. 2000).
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Abbildung 4: Ablaufdiagramm der Stickstoffbestimmung nach der Dumas-Verbren-
nungsmethode, a: Einfiillen der homogenisierten Wasserlinsenprobe in eine Einwaage-
hilfe, b-c: Herstellung einer Probentablette mittels hydraulischer Presse, d: Uberfiihren
der Probentablette auf den Probenteller des Leco FP628

Im Anschluss an die Rohproteingehaltsbestimmung wurde der relative Wochenertrag (RY;
g Biomasse, die nach einer einwdchigen Kultivierung ausgehend von 1 g erhalten wurde) an-
hand der Gleichungen (2) und (3) aus der RGR berechnet:

INDW47 = INDWy + RGR - (17 — t0) (2)

RY = exp(InDWy) (3)
Der RY wurde weiterverwendet, um den relativen Proteinertrag (RPY; g Protein-Woche'-m2)
zu berechnen, indem er mit dem Rohproteingehalt (CPC) multipliziert und gemafR Gleichung
(4) auf einen Quadratmeter extrapoliert wurde:

RPY = RY - CPC/ (0,0452 m?- 100) 4)

wobei 0,0452 m? die Anbauflache der im Versuch verwendeten Gefale ist.

3.1.2.1.2 Ergebnisse

Die RGR wurde in Abhangigkeit von den verschiedenen verwendeten Nahrmedien bestimmt
(Abbildung 5). Der hochste Wert flir L. minor liegt bei 0,23+0,009 d-' bei der Variante [75-
25]/50. Die gleiche RGR wurde fur W. hyalina bei [100-0]/50 ermittelt. Die beiden nitratreichs-
ten Verhaltnisse ([100-0] und [75-25]) zeigen bei héheren Nahrstoffkonzentrationen (Verdin-
nungen von 50 %) im Vergleich zu den 10 %igen Verdinnungen eine steigende RGR, die bei
L. minor in beiden Verhaltnissen und bei W. hyalina nur in [100-0] signifikant héher ist. In
diesen beiden Verhaltnissen und Verdinnungen hat W. hyalina eine etwas héhere RGR als L.
minor, auller bei [75-25]/50. Das Gegenteil ist der Fall, wenn die Ammoniumkonzentration
steigt. Ein signifikanter Riickgang der RGR wurde fir die Verhaltnisse [50-50], [25-75] und [O-
100] bei L. minorim Vergleich zu den 50 %igen Verdinnungen und bei W. hyalina im Vergleich
zu den 10- und 50 %igen Verdinnungen beobachtet, wobei dieser bei den 50 %igen Verdin-
nungen starker ausfiel. Dieser Rickgang fuhrt bei W. hyalina zu einer geringen RGR von
0,09+0,015 d' bei [25-75]/50, wahrend der Riickgang bei L. minor (0,12+0,002 d™' bei [0-
100]/50) geringer ausfallt. L. minor erreicht héhere RGRs als W. hyalina bei einem insgesamt
niedrigeren Nahrstoffniveau im Vergleich zu den beiden nitratreichsten Verhaltnissen, aulRer
bei [100-0]/1.
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Abbildung 5: Relative Wachstumsrate (RGR; d), bezogen auf das Trockengewicht, fiir
Lemna minor (graue Saulen) und Wolffiella hyalina (weiBe Saulen). Die Pflanzen wurden
sieben Tage lang in Nahrlésungen mit unterschiedlichen Verhaltnissen von Nitrat-N zu
Ammonium-N (von [100-0] bis [0-100]) in verschiedenen Verdiinnungen (1, 5, 10 und 50
% des unverdiinnten N-Mediums) kultiviert. Anzahl der Parallelproben n=4, unterschied-
liche Buchstaben kennzeichnen Signifikanzen innerhalb einer Art, basierend auf einem
Einweg-ANOVA-Test, Tuckey p<0,05, die Fehlerbalken geben die Standardabweichun-
gen an

Der CPC stieg bei beiden Wasserlinsenarten mit zunehmender Ammoniumkonzentration und
einem hoheren Verhaltnis von Ammonium-N zu Nitrat-N an, jedoch nicht signifikant (Abbil-
dung 6). Eine héhere Verdinnung des Nahrmediums (d. h. niedrigere Nahrstoffkonzentratio-
nen) flhrte zu niedrigeren CPCs in jedem Verhaltnis. Im Allgemeinen wies W. hyalina in jedem
Verhaltnis und jeder Verdinnung einen héheren CPC auf als L. minor. Der hochste CPC in
L. minor wurde bei [0-100]/50 mit 40,6+0,48 % erreicht, gefolgt von 39,1+0,43 % bei [0-
100]/10. Der fur W. hyalina gemessene Hochstwert betragt 43,91+0,34 % bei [75-25]/50, was
nicht wesentlich héher ist als der zweithochste CPC-Wert (43,0+0,4 %) bei [0-100]/50. Die
geringsten CPC-Werte von 21,1£1,3 % fur L. minor und 30,310,6 % fur W. hyalina wurden in
dem Verhaltnis mit der niedrigsten, fur die Pflanzen verfigbaren Nahrstoffkonzentration ([100-

0]/1) erzielt, was deutlich unter den zweitniedrigsten Werten fir jede Art liegt.
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Abbildung 6: Rohproteingehalt (% TM) fiir L. minor (graue Saulen) und W. hyalina
(weiBe Saulen), die Uiber sieben Tage in Nahrlésungen mit unterschiedlichen NO3™-N zu
NH;*-N Verhaltnissen in verschiedenen Verdiinnungen, basierend auf dem N-Medium,
kultiviert wurden (weitere Erklarungen siehe Tabelle 5)

Der hochste RPY (g Protein-Woche'-m2) wurde bei beiden Arten bei [75-25]/50 erzielt mit
einem signifikanten Unterschied zum zweith6chsten Wert (Abbildung 7). 41,64£2,2 g-Woche"

'-m2 wurden von L. minor und 45,0+5,7 g-Woche'-m2 von W. hyalina geerntet. Eine hohere

Nahrstoffkonzentration in den Verhaltnissen [100-0] und [75-25] fUhrte zu einem hdéheren Pro-

teinertrag. W. hyalina lieferte unter diesen Bedingungen mehr Protein als L. minor. Die Pro-

teinausbeute nahm bei einer Ammoniumkonzentration von 50 % und mehr im Vergleich zu
[100-07/50 und [75-25]/50 flr L. minor und [75-25]/50 fur W. hyalina deutlich ab. Insbesondere

bei 50 %iger Verdinnung schnitt W. hyalina schlechter ab als L. minor, wahrend der RPY flr

beide Arten bei 10 %iger Verdlinnung auf einem insgesamt niedrigen Niveau von weniger als

30 g-Woche'-m2 etwas hoher war. Die minimalen RPYs von 14,1+0,24 g-Woche'-m fiir L.

minor und 14,2+0,28 g-Woche'-m~2fiir W. hyalina wurden in der Variante [100-0]/1 erzielt.
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Abbildung 7: Der relative Proteinertrag, g-Woche'-m? (bezogen auf DW) fiir L. minor
(graue Saulen) und W. hyalina (weiBe Saulen), die uiber sieben Tage in Nahrlésungen
mit unterschiedlichen NO3-N zu NH,*-N Verhaltnissen in verschiedenen Verdiinnun-
g)en, bezogen auf das N-Medium, kultiviert wurden (weitere Erklarungen siehe Tabelle
Abbildung 8 zeigt die Gesamtreduktion von NO3-N (mg-L™) fiir jedes Verhaltnis und jede Ver-
dinnungsstufe an Tag 7. Im reinen Nitratmedium ([100-0]) fihrte eine hohere NO3™-N-Kon-
zentration zu einer signifikant hdheren absoluten Reduktion bei L. minor, aber nicht bei W. hy-
alina. Die héchste Ausgangskonzentration von Nitrat-N ([100-0]/50) fuhrte zu der hdchsten
absoluten Abnahme von Nitrat-N, d. h. 6,5 mg-L" und 6,9 mg-L" fir L. minor bzw. W. hyali-
na. Dies entspricht einer relativen Verringerung von 9,1 % (L. minor) und 9,7 % (W. hyalina).
Im Allgemeinen fuhrten héhere Nitrat-N-Konzentrationen zu einer starkeren Reduktion, wah-
rend eine steigende NH4*-N-Konzentration zu einer sinkenden Nitrat-N-Reduktion fiihrte.
Diese Ergebnisse sind jedoch nicht signifikant. Die maximale relative Reduktion von NO3-N
wurde fur L. minor bei [25-75]/10 mit 29,2 % und flr W. hyalina bei [75-25]/10 mit 29,6 %
festgestellt.
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Abbildung 8: Konzentrationsabnahme von Nitrat-N (mg-L™") in den Nahrmedien fiir L.
minor (graue Saulen) und W. hyalina (weiRe Saulen), die Uber sieben Tage in Nahrlo-
sungen mit unterschiedlichen Verhiltnissen von NO3-N zu NH,*-N in verschiedenen
Verdiinnungen kultiviert wurden (fiir weitere Erklarungen siehe Tabelle 5)

Abbildung 9 zeigt die Gesamtreduktion von NH4*-N (mg-L™") flir jedes Verhaltnis und jede Ver-
dinnung an Tag 7. In den [100-0]-Nahrmedien war NH4*-N nur in geringen Konzentrationen
vorhanden, die von beiden Wasserlinsenarten fast vollstdndig abgebaut wurden. Dies gilt auch
fur [75-25]/10. Die hochsten Gesamtreduktionswerte betragen 8,1+0,9 mg-L™ fuir L. minor und
7,2+0,5 mg-L™" fir W. hyalina in den [75-25]/50-Behandlungen. Dies entspricht einer relativen
Reduktion von 46,8 % (L. minor) und 41,6 % (W. hyalina). Sowohl die gesamte als auch die
relative Reduktion ist bei L. minor etwas héher als bei W. hyalina. Ein signifikanter Riickgang
ist in den reinen Ammoniumlésungen mit der héchsten NH4*-N-Gesamtkonzentration ([O-
100]/50) im Vergleich zur gleichen Verdiinnung in den Verhaltnissen [75-25], [50-50] und [25-
75] zu erkennen. Die relative Reduktion bei L. minor betragt 4,1 % des urspringlich verfigba-
ren NH4*-N, wahrend bei W. hyalina keine Reduktion auftritt. Eine Verringerung der gesamten
NH.*-N-Konzentration bei gleichbleibendem Verhaltnis der beiden N-Quellen, d. h. [0-100]/10,
flhrte jedoch zu wesentlich héheren Aufnahmeraten flr L. minor (7,8+£0,14 mg-L™"; 54 % rela-
tive Reduktion) und W. hyalina (6,9+0,27 mg-L"; 48 % relative Reduktion).

18



(100-0) (75-25) (50-50) [25-75) [0-100)

a a ab ab cd f de de ef ef f be
—_—
C T LY |
a a

0L minor

OW. hyalina

NH,*-N reduction (mg L)

be
—I—_I_ c + b _I——CI;'
d

[NO5-N - NH,*-N ratios (%))
dilution (% of N-Medium)

Abbildung 9: Konzentrationsabnahme von Ammonium-N (mg-L™) in den Nahrmedien
fiir L. minor (graue Saulen) und W. hyalina (weiBe Saulen), die liber sieben Tage in
Nahrlésungen mit unterschiedlichen Verhaltnissen von NO3-N zu NH,*-N in verschie-
denen Verdiinnungen kultiviert wurden (fiir weitere Erklarungen siehe Tabelle 5)

3.1.2.1.3 Diskussion

Die maximale RGR, die in diesem Versuch erreicht wurde, betragt fiir beide Arten 0,23 d',
was im Vergleich zu anderen Studien niedriger ist. Fir L. minor wurde eine RGR von 0,42 d
berichtet, wahrend W. hyalina mit einem Wert von 0,519 d' die hdchste RGR aller untersuch-
ten Arten aufwies (ZIEGLER et al. 2015). Der Unterschied in der RGR ist héchstwahrscheinlich
auf unterschiedliche Wachstumsbedingungen zuriickzufihren. Anstelle einer sterilen In-vitro-
Anlage wurden beide Wasserlinsenarten in dieser Studie unter nicht sterilen Bedingungen kul-
tiviert. Die Temperatur war 5 °C niedriger und die Fotoperiode 16 Stunden kurzer, wahrend
die Lichtintensitat 250 umol-m2-s™ héher war als bei den Versuchsaufbauten von ZIEGLER et
al. (2015). Diese Faktoren sind mogliche Erklarungen fir die niedrigeren RGRs.

IATROU et al. (2019) erreichten eine maximale Wachstumsrate von 0,14 d' fir L. minor bei
einer Ammonium-N-Konzentration von 31,9 mg-L" unter Verwendung von sekundar aufberei-
tetem Abwasser. Dies stimmt mit dem Ergebnis fiir die gleiche Art in dem durchgefiihrten Ver-
such im Verhaltnis [50-50]/50 (iberein (RGR von 0,140,009 d' bei einer NH4*-N-Konzentra-
tion von 32,5 mg-L"). CAICEDO et al. (2000) beobachteten, dass die hochste RGR (0,3 d')
bei Spirodela polyrhiza bei den niedrigsten Gesamtammoniumkonzentrationen (3,5 - 20 mg-L-
' N; entspricht ca. 0,25 - 1,4 mM) erzielt wurde, und nahmen eine optimale NH,4*-N-Konzent-
ration unter 20 mg-L" an. ZHANG et al. (2014) ermittelten eine maximale RGR fiir L. minor bei
3,5 mg-L"" Ammonium-N. Diese Daten stimmen teilweise mit unseren Ergebnissen beziiglich
der Gesamtkonzentration von NH4*-N Gberein. Hohe RGRs wurden fir die Behandlungen [75-
25]/10 mit einer anfanglichen NH4*-N-Konzentration von 3,6 mg-L™" und [75-25]/50 mit 17,3
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mg-L" erzielt. Die 10 %igen Verdinnungen [50-50]/10, [25-75]/10 und [0-100]/10 hatten &hn-
liche Gesamt-NH.*-N-Ausgangswerte von 7,1, 10,7 bzw. 14,4 mg-L™". Die RGR war jedoch bei
diesen drei Behandlungen fiir beide Arten deutlich niedriger. Es kann davon ausgegangen
werden, dass andere Faktoren, wie das Verhaltnis von Nitrat zu Ammonium einen gewissen
Einfluss auf die RGR von L. minor und W. hyalina haben. Dies steht im Einklang mit Untersu-
chungen von MEHRER, MOHR (1989) sowie HECHT, MOHR (1990) an Sinapis alba-Samlin-
gen. Sie erklaren die nachteiligen Auswirkungen héherer Ammoniumkonzentrationen mit der
Tatsache, dass die Ammoniumakkumulation von den Pflanzen unzureichend reguliert wird.
Die Stimulierung der Ammoniumassimilation durch gleichzeitig verabreichtes Nitrat scheint die
Nitrat-vermittelte Ammoniumtoleranz zu erklaren. Ein ahnlicher Mechanismus existiert bei
Wasserlinsen, wie kurzlich bei Landoltia punctata gezeigt wurde (TIAN et al. 2021). Ein gerin-
ger Anteil an Ammonium als Stickstoffquelle scheint das Wachstum von Wasserlinsen zu sti-
mulieren, wahrend hoéhere Anteile von 50 % und mehr eine wachstumshemmende Wirkung
haben.

Etwa sechs NO3 Transporter und vier NH4* Transporter sind bei Arabidopsis thaliana an der
Aufnahme von Stickstoff beteiligt. Nitrat wirkt als Signalmolekul, das Veranderungen in der
Expression von Genen, im Stoffwechsel und im Wachstum ausldst. Pflanzen haben verschie-
dene NOsz-Aufnahmesysteme entwickelt, um in einer sich verandernden Umwelt zu Uberleben.
Wahrend Transporter mit niedriger Affinitat fir die Aufnahme grofRer Nitratmengen bei hohen
Konzentrationen verantwortlich sind, sichern Transporter mit hoher Affinitat das Leben der
Pflanzen bei niedrigen Nitratkonzentrationen (ISLAM et al. 2020). Die Aufnahme von Ammo-
nium aus der aquatischen Umwelt ist wichtig, da diese N-Quelle fur Pflanzen unter bestimmten
Bedingungen die dominierende Form sein kann. Trotz groRer Fortschritte in den letzten zwei
Jahrzehnten sind viele Aspekte der Regulierung der NHs*-Aufnahme und des Stoffwechsels
noch nicht abschlieBend geklart (HAO et al. 2020). Lemna minor, die in einer NHsNOs-haltigen
(1:1-Verhaltnis zwischen NH4*-N und NO3-N) Nahrldsung wuchs, nahm bevorzugt Ammonium
statt Nitrat auf. Es wurde untersucht, dass sowohl Wurzeln als auch Fronds Nitrat und Ammo-
nium aus dem Medium aufnehmen. Bei niedrigen N-Konzentrationen nahm das Verhaltnis von
Wurzel- zu Frondbiomasse zu. Auf morphologischer Ebene ware der Vorteil ein geringerer
Biomasseaufwand pro Flacheneinheit flr die Wurzeln im Vergleich zu den Fronds
(CEDERGREEN, VINDBAK MADSEN 2002). FANG et al. (2007) berichten Gber eine bevor-
zugte Aufnahme von NH4" im Vergleich zu NOs™ bei Landoltia punctata. Turions der Wasser-
linse Spirodela polyrhiza nahmen "®NH4* viel schneller auf als SNOs; (APPENROTH et al.
1993). Dies wird durch die vorliegenden Daten bestatigt, die zeigen, dass die durchschnittliche
relative Aufnahmerate von NH.4*-N in fast allen Verhaltnissen und Verdinnungen héher war
als die von NO3-N.
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Eine Abnahme der Ammoniumkonzentration in der Nahrlésung kann je nach pH-Wert durch
die Aufnahme von Pflanzen oder durch Verfllichtigung verursacht werden. Bei einem pH-Wert
von 8 und 20 °C werden weniger als 5 % des Ammoniums in NHz umgewandelt (EMERSON
et al. 1975). Bei der Betrachtung des pH-Wertes des durchgeflihrten Versuches kann ange-
nommen werden, dass der Grofteil des NH4*-N von den Wasserlinsen aufgenommen wurde.
Die Chloridkonzentrationen im Versuch stiegen mit zunehmender Ammoniumzufuhr an, da
Ammoniumchlorid teilweise zur Erhéhung der NH4*-N-Konzentrationen verwendet wurde. LIU
et al. (2017) empfehlen fur L. minor eine NaCl-Konzentration unter 75 mM, um N und P aus
dem Wasser zu entfernen. Konzentrationen von 50 mM und héher fiuhrten zu einer Abnahme
des Frischgewichts und des Chlorophyligehalts von L. minor. Die maximale Cl-Konzentration,
die im vorliegenden Versuch verwendet wurde, betrug 9,2 mM in [0-100]/50. Daher kénnen
die signifikant reduzierten RGRs fiir beide Arten in den Verhaltnissen [50-50], [25-75] und [0-
100] im Vergleich zu [75-25] nicht durch die Anwesenheit von Chlorid verursacht werden.
Wasserlinsen (Art nicht identifiziert), die in Bewasserungsteichen in Jordanien angebaut wur-
den, ergaben einen durchschnittichen CPC von 26 % (SHAMMOUT, ZAKARIA 2015).
MOHEDANO et al. (2012) untersuchten den CPC von Wasserlinsenarten, die in zwei aufei-
nanderfolgenden Teichen auf anaerob vergorener Schweinegille angebaut wurden. Der
durchschnittliche CPC im ersten Teich betrug 35 % (bezogen auf die Trockensubstanz) und
sank im zweiten Teich, in dem weniger Nahrstoffe zur Verfliigung standen, auf 28 %. Die ge-
schatzte Produktivitat der beiden Teiche betrug 24 t-Jahr'-ha™ (ca. 46 g-Woche'-m). Dieser
Wert ist etwas hoher als der Hochstwert (45 g-Woche™'-m2) der vorliegenden Untersuchung.
Die niedrigeren CPCs werden durch eine hohere RGR (0,24 d') kompensiert. CHAKRABARTI
et al. (2018) berichteten tber einen Ertrag von 703 kg-Monat-ha'fir L. minor (ca. 17,5 g-Wo-
che'-m2) mit RGRs zwischen 0,073 d' und 0,422 d-'. Die Wasserlinsen wurden auf verschie-
denen Nahrldsungen mit organischem Dunger oder anorganischen Dungemitteln kultiviert.
Der endglltige CPC-Wert betrug 36,07 % bei Wasserlinsen, die mit organischem Dinger an-
gebaut wurden, und 27,12 % bei anorganischem Diinger.

Das von APPENROTH et al. (2017) verwendete modifizierte Schenk-Hildebrandt-Medium
hatte ein Verhaltnis von Nitrat-N zu Ammonium-N von etwa [90-10]. Die Gesamt-Ammonium-
N-Konzentration (1,3 mM) war etwa gleich hoch wie in [75-25]/50 (1,24 mM) des modjifizierten
N-Mediums. Die Nitratkonzentrationen waren in dem modifizierten Schenk-Hildebrand-Me-
dium héher. Der CPC lag in der vorliegenden Untersuchung bei L. minor Gber 25 % und bei
W. hyalina in fast allen Verhaltnissen und Verdinnungen tber 35 %, was auch das Ergebnis
von APPENROTH et al. (2017) fir beide Arten bestatigt. Lediglich [100-0]/1 zeigte einen nied-
rigeren Wert von 21,1 % bzw. 30,3 % fur L. minorund W. hyalina. Die Stickstoffverfligbarkeiten
in diesen beiden Versuchen unterschieden sich nur geringfligig, was die Ergebnisse der vor-

liegenden Studie bestatigen.
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Wenn Wasserlinsen in Zukunft in einem landwirtschaftlichen System zur Herstellung von Le-
bensmitteln und Futtermitteln kultiviert werden sollen, muss ein standardisiertes Kultivierungs-
verfahren angewandt werden, um eine gleichmaRige Produktqualitat zu erzielen. Von grof3em
Interesse fir ein standardisiertes nicht-steriles Kultivierungsverfahren ist das Wachstum von
Algen und Mikroorganismen und deren Einfluss auf das Wachstum der Wasserlinsen und die
Zusammensetzung des Nahrmediums. Insbesondere der Einsatz von pflanzenwachstumsfor-
dernden Bakterien kann neue Moglichkeiten eréffnen (KHAIRINA et al. 2021). Neben der Qua-
litat ist auch die Menge an Biomasse und Protein von groRer Bedeutung. Die Variation der
Ausgangsbiomasse, also der Oberflachenbedeckung, kdnnte einen wichtigen Einfluss auf die
Produktivitat eines Systems haben. Je hdher die Ausgangsbiomasse, desto hdher ist der Nahr-
stoffbedarf im Laufe der Zeit. Daher fuhren stark verdiinnte Nahrmedien zu niedrigen Wachs-
tumsraten. Eine anfangliche Oberflachenbedeckung von 20 % scheint optimal fir eine hohe
RGR zu sein (HUTABARAT, INDRADEWA 2020; VERMA, SUTHAR 2015). Eine geringe an-
fangliche Biomasse der Wasserlinsen bedeutet jedoch weniger Konkurrenz fir andere Orga-
nismen hinsichtlich der Faktoren Nahrstoffe und Licht. Daher wurde in diesen Versuchen eine
anfangliche Oberflachenbedeckung von 60 % gewahlt. Um Wachstumshemmungen durch
hohe Dichten ("Uberbesatz" (FARBER et al. 1986)) zu vermeiden, muss eine regelmaRige
Ernte erfolgen. In Bezug auf den Proteinertrag sollte der RPY als guter Indikator fir die Pro-

duktivitat eines Wasserlinsensystems angesehen werden.

3.1.2.2 Versuch zur Lichtintensitat und — qualitat

Ziel dieses Versuches war es, den Einfluss des Lichtspektrums und der Lichtintensitat auf die
Pflanzenperformance von Wasserlinsen (Lemnaceae) in einem hydroponischen, rezirkulieren-
den Kultursystem zu untersuchen. Dazu werden die Auswirkungen unterschiedlicher Rot-Blau-
Verhaltnisse und dreier Lichtintensitaten auf das Wachstum, den Chlorophyll-a-Gehalt und

den Rohproteingehalt der Arten Lemna minor 9441 und Wolffiella hyalina 9525 untersucht.

3.1.2.2.1 Material und Methoden

Die Vorkultivierung und Vermehrung der Wasserlinsenbiomasse von L. minor und W. hyalina
erfolgte in einer gesonderten Gewachshauszelle. Beide Arten wurden bei nattrlichem Son-
nenlicht zeitversetzt kultiviert. Die Kultivierung erfolgte, wie auch im spateren Versuch, in
schwarzen Becken (0,565 x 0,37 m) mit jeweils 15 Litern der zehnprozentigen, in Tabelle 5
aufgefihrten, Nahrldsung. Der Versuch erfolgte in einem klimatisierten Container an der Hoch-
schule Osnabriick in Haste tber die Monate Juni und Juli 2020. In diesem wurde ein geschlos-

senes Kreislaufsystem installiert, welches 16 Kultivierungsbecken und ein Reservoir umfasste
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(Abbildung 10). Durch zwei Heizstébe in dem Reservoir wurde sichergestellt, dass eine ange-

strebte Wassertemperatur von etwa 24 °C erreicht wird.
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Abbildung 10: A) Schematischer Versuchsaufbau des Kreislaufsystems mit 16 Ver-
suchsbecken und den jeweiligen Zu- und Ablaufen, B) Darstellung der einzelnen Belich-
tungsvarianten wahrend des Versuches

Zu Beginn eines jeden Versuches wurde mithilfe der Bluelab Steuerung ein EC-Wert von 0,6
mS-cm™ flir das verwendete Leitungswasser eingestellt, dies entspricht dem in Tabelle 5 dar-
gestellten 1:10 verdiinnten N-Medium. Der EC-Wert wurde wahrend des gesamten Versuches
Uber die Software kontrolliert und aufgezeichnet. Hierzu befanden sich dauerhaft drei Mes-
selektroden der Bluelab Steuerung in dem Reservoir (pH-Wert, Temperatur und EC-Wert).
Anders als der EC-Wert wurde der pH-Wert nur geloggt, aber nicht durch Saure oder Lauge
korrigiert. Um das verdunstete Wasser wahrend des Versuches wieder aufzufillen und den
Wasserstand in dem Reservoir konstant zu halten, wurde ein zweites Becken mit Leitungs-
wasser neben dem Reservoir platziert. Die Becken wurden tber einen Schlauch miteinander
verbunden und Uber einen installierten Schwimmer an dem Reservoir wurde das verdunstete
Wasser kontinuierlich aufgefillt. Nach jedem Versuchsdurchgang wurden alle Becken ausge-

baut, gereinigt, desinfiziert und neu angeschlossen.
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Tabelle 5: Nahrstoffzusammensetzung (mmol/l und mg/l) des modifizierten N-Mediums
mit einem Molverhaltnis von 75:25 [NO5-N:NH,*-N] bei einer Anfangskonzentration von
100 % (angelehnt an APPENROTH 2015), diese Konzentration wurde im Anschluss mit
regionalem Leitungswasser auf 10 % verdunnt

Stammlésung 1:10 verdiinnt
Nahrstoffe mmol-I! mg-I! mg-I!
NOs-N 7,62 106,68 10,668
NH4*-N 2,5 35 3,5
PO 1 95 9,5
K* 9,08 354,26 35,426
Mg2* 1,31 31,8 3,18
S04 3,24 311,248 31,1248
Ca* 2,24 89,5 8,95
Cr 3,4 120,75 12,075
Fe® 0,025 1,4115 0,14115
BOs™ 0,005 0,074 0,0074
Mn?* 0,013 0,715 0,0715
Na* 0,757 17,4 1,74

Die vorliegende Untersuchung umfasste vier aufeinander folgende Versuchsreihen, welche
Uber einen Zeitraum von zwei Monaten durchgefuhrt wurden. Wahrend der Versuche wurde
der Einfluss acht unterschiedlicher Versuchsvarianten untersucht (Tabelle 6). Jede dieser Va-
rianten enthielt hinsichtlich ihres Lichtspektrums 20 % Globalstrahlung (6500 K). Die verblei-
benden 80 % wurden im Rot-Blau-Verhaltnis variiert. Zudem wurden drei unterschiedliche
Lichtintensitaten eingestellt. Fir die Beleuchtung wurden dimmbare LEDs LE1200 (DH Licht
GmbH, Wilfrath, Deutschland) verwendet. Die gesamte Steuerung der LEDs erfolgte mittels
der Software VisuSpectrum 3.0 (DH Licht GmbH, Wiilfrath, Deutschland und RAM GmbH
Mess- und Regeltechnik, Herrsching, Deutschland). Die Einstellungen wurden fir jedes Be-
cken anhand eines Rasters mithilfe des Handphotometers Light Meter LI-250A (LI-COR

Biosciences, Lincoln, USA) kontrolliert.

Tabelle 6: Acht Versuchsvarianten mit unterschiedlichen Lichtintensitaten (umol/m?/s)
und Rot-Blau-Verhéltnissen

Lichtintensitat Rot-Blau-Verhaltnis Variante
50 70/30 50 - 70/30
50 50/50 50 - 50/50
50 30/70 50 - 30/70
100 70/30 100 - 70/30
100 30/70 100 - 30/70
150 70/30 150 - 70/30
150 50/50 150 - 50/50
150 30/70 150 - 30/70
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Um jede Variante in vierfacher Wiederholung fiir jede der beiden Arten Gberprifen zu kénnen,
wurden jeweils zwei zeitlich aufeinanderfolgende Versuche (Durchgange) durchgefihrt. Die
Durchgange wurden bei der statistischen Analyse als Blocks angesehen. Die Einzelversuche
wurden randomisiert, wobei zwei Wiederholungen der gleichen Variante eine Randomisati-
onseinheit bildeten (Subsampling). Eine Randomisationseinheit ergab sich aus zwei Leuchten
und der Abgrenzung zu den angrenzenden Leuchten, sodass sich fir die 16 schwarzen Ver-
suchsbecken insgesamt 8 Randomisationseinheiten ergeben haben (Abbildung 10). Jedes
Becken (0,565 x 0,37 m, Kultivierungsflache: 0,49 x 0,37 m 2 0,18 m?, Wasserhohe: ca.
0,10 m) wurde an zwei aufeinanderfolgenden Terminen beprobt. Die Datenerhebung erfolgte
zu Beginn, nach einwdchiger Kultivierung und zum Ende eines jeden Versuches. Aussage-
kraftige Ergebnisse wurden nur in der ersten Versuchswoche erzielt, weshalb die Daten der
zweiten Woche nicht weiter abgebildet werden. In der zweiten Woche kann ein gréRerer Effekt
durch die veranderte Nahrlosung im Vergleich zu den Lichtvarianten angenommen werden
(Tabelle 7). Die Analyse der Nahrstoffe erfolgte nach denen in Abschnitt 3.1.2.1.1 dargestell-

ten Methoden.

Tabelle 7: Konzentrationen (mg-I"") der einzelnen Nihrstoffe im Niahrstoffreservoir an
Tag 1, 7 und 14, gemittelt tiber die zwei Versuche fiir L. minor und W. hyalina

L. minor W. hyalina

Nahrstoff (mg/l) Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 0 Tag 7 Tag 14
NH4-N 2,394 0,066 0,043 2,186 0,045 0,048
NOs-N 9,539 8,314 3,705 13,050 13,907 8,568
B 0,024 0,004 0,001 0,025 0,025 0,021
Ca 48,138 52,028 57,483 43,045 47,383 53,149
Cu 0,011 0,008 0,006 0,007 0,005 0,004
Fe 0,109 0,005 0,001 0,054 0,003 0,000
K 34,126 31,423 28,781 39,958 40,525 36,695
Mg 7,239 7,809 7,892 6,869 8,420 7,814
Mn 0,848 0,167 0,002 0,764 0,011 0,001
Na 14,917 16,726 19,035 13,814 15,313 16,873
P 2,362 1,115 0,205 2,317 1,699 0,929
S 29,350 31,697 33,977 24,961 27,884 29,770
Zn 0,269 0,042 0,044 0,198 0,020 0,013

Insgesamt veranderte sich der pH-Wert wahrend der Versuche kaum. Der Start pH-Wert lag
in der Regel bei beiden Versuchen und Arten zwischen 7,6 und 7,7. Im Mittel lag der pH-Wert

wahrend der Versuche von L. minor bei 7,8 und fir die Versuche von W. hyalina bei 7,9.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des lauf erfasst und berechnet.
Versuchsaufbaus in Bezug auf die Steue- pjg \ethode der Bestimmung und Be-

rungsparameter und die Parametererfassung . .
rechnung des Rohproteingehaltes basiert

ebenfalls auf Abschnitt 3.1.2.1.1. Fur die Berechnung des relativen Proteinertrags (RPY;
g Protein pro Woche'-m) wurde die Anbauflache der im Versuch verwendeten GefaRe auf
0,18 m? angepasst.

Der Chlorophyll-a-Gehalt in beiden Wasserlinsenarten wurde nach DIN 38409-60:2019-12 mit
Ethanol (w(EtOH)= 90 %) als Lésungsmittel bestimmt. Es wurden vier Wiederholungen der
Ausgangsbiomasse und vier Wiederholungen jeder Behandlung am Ende der Versuche ana-
lysiert. Die Laboranalyse des Chlorophyll-a-Gehalts erfolgte in einer dunklen Umgebung un-
mittelbar nach der Probenahme nach dem folgenden Schema:

Ein Nettogewicht von 110,005 g frischer Wasserlinsenbiomasse wurde in 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen gegeben, mit 10 ml kochendem Lésungsmittel aufgefillt und 60 Sekunden lang mit
einem Ultra-Turrax homogenisiert. Danach erfolgte eine Abkihlung des Extraktes und eine
30-minutige Ultraschallbadbehandlung im Dunkeln. Anschliellend wurde das Extrakt in einen
100-ml-Messkolben filtriert, mit Ethanol bis zur Eichmarke aufgefullt und erneut durch Schiit-
teln homogenisiert. Das Extrakt wurde in eine Glasklvette gefillt. Von dem verbleibenden
Extrakt wurden 15 mlin ein Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, mit 100 pl Salzsaure (2 M) versetzt
und zur Korrektur der Phaopigmente homogenisiert. Beide Extrakte und das reine Lésungs-
mittel wurden schlieBlich in verschiedene Glaskuvetten geflillt und mit einem Spektralphoto-
meter (Specord 40, Analytik Jena AG, Jena, Deutschland) bei 665 und 750 nm analysiert.
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Die Berechnung des Chlorophyll-a-Gehaltes erfolgte nach folgender Gleichung:

Vg
Wchlorophyll-a = ((A665v - A750v) — (Ag65n — A7s0n)) R—1 ' m,, - d-o- 1000

mit

WChlorophyll-a Massenanteil des Chlorophyll-a in Milligramm je Gramm FM [mg/g FM]

Asssy Absorption des Extraktes vor Ansduerung, gemessen bei 665 nm

Azsoy Absorption des Extraktes vor Ansduerung, gemessen bei 750 nm zur Tribungskorrektur
Asssn Absorption des Extraktes nach Ansduerung, gemessen bei 665 nm

Azs0n Absorption des Extraktes nach Ansduerung, gemessen bei 750 nm zur Tribungskorrektur
R Verhaltnis von A665v/A665n fur reines Chlorophyll-a; hier gilt R = 1,7

Ve Volumen des Extraktes in Milliliter [ml]

mp Masse der eingewogenen Wasserlinsenprobe in Gramm [g]

d Schichtdicke der Messkivette in Zentimeter [cm]; hier gilt d = 1

a spezifischer Absorptionskoeffizient fiir Chlorophyll-a [mlecm-'sug]; hier gilt fiir 90 % ethanolische

Lésung a = 0,082
Zusatzlich wurde die Trockensubstanz jeder Probe bestimmt, indem weiteres Pflanzenmaterial
bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. Die Trockenmassegehalte dienten im

Anschluss der Umrechnung von Frisch- in Trockenmasse.

3.1.2.2.2 Ergebnisse

Abbildung 12 zeigt die RGR auf der Grundlage der Trockenmasse (TM). Mit zunehmender
Lichtintensitat erhoht sich die RGR fur beide Arten. Die hochste RGR wird flr L. minor bei 150-
70/30 (0,13+0,013 d*) und fiir W. hyalina bei 150-50/50 (0,210,006 d') erreicht. Die niedrigs-
ten Werte wurden bei 50-30/70 fiir L. minor mit einer RGR von 0,078+0,012 d! und bei 50-
50/50 fiir W. hyalina mit einer RGR von 0,119+0,003 d"! ermittelt. Der prozentuale Anstieg von
der niedrigsten zur héchsten RGR betragt 66,6 % fir L. minor und 76,5 % fir W. hyalina. Alle
drei Varianten von L. minor, die bei 150 pmol-m=2-s™' kultiviert wurden, sind im Vergleich zu
den 50 pmol-m2-s™ Varianten signifikant hcher. W. hyalina, die bei einer Lichtintensitat von
150 ymol-m2-s™ kultiviert wurden, erreichten signifikant hohere RGRs als die Varianten mit
100 und 50 ymol-m2-s™'. Das Lichtspektrum hatte bei keiner der Behandlungen einen signifi-
kanten Einfluss auf die RGR.
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Abbildung 12: Relative Wachstumsrate (RGR; d™'), basierend auf der Trockenmasse, fiir
Lemna minor (grau schattierte Saulen) und Wolffiella hyalina (weiRe Saulen), die Pflan-
zen wurden liber sieben Tage bei unterschiedlichen Lichtintensitaten (50, 100 und 150
pmol-m?2-s™) und Spektralverteilungen (rot/blau: 70/30, 50/50 und 30/70 %) kultiviert
(n=4, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanzen innerhalb einer Art,
Tuckey p<0,05, MittelwerttStandardabweichung)

Der Rohproteingehalt variiert in einem engen Bereich zwischen 31,83+0,84 % und
32,4+1,18 % flr L. minor und zwischen 39,25+1,04 % und 40,00+0,75 % flr W. hyalina bei
den verschiedenen Varianten. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in dem Rohprotein-
gehalt fur die verschiedenen Lichtintensitaten und Spektralverteilungen innerhalb einer Art
festgestellt.

Der relative Proteinertrag (Gramm pro Woche und m?), basierend auf der Trockenmasse, ist
in Abbildung 13 dargestellt. Er reicht von 2,96+0,298 bis 4,44+0,548 g-Woche'-m2 (50-70/30
bzw. 150-50/50) fiir L. minor und fiir W. hyalina von 5,01+0,345 g-Woche™'-m2 bei 50-30/70
bis 9,48+0,387 g-Woche'-m bei 150-50/50. Der Unterschied zwischen dem niedrigsten und
dem hochsten Wert betragt bei L. minor 50 % und bei W. hyalina 89,2 %. Hohere
Lichtintensitaten fihrten zu héheren relativen Proteinertragen. Insgesamt erzielt W. hyalina
uber alle Varianten hohere relative Proteinertrage im Vergleich zu L. minor. Je hoher die
Lichtintensitat, desto groRer ist der Unterschied zwischen den relativen Proteinertrdgen der
Arten. Dies bedeutet, dass W. hyalina bei hohen Lichtintensitaten (150 pmol-m2-s™), im
Vergleich zu L. minor, mehr Protein synthetisiert als bei den beiden niedrigeren
Lichtintensitaten. Die Varianten 50-70/30 und 50-30/70 sind im Vergleich zu allen anderen
Varianten mit L. minor signifikant niedriger, mit Ausnahme von 100-30/70. Bei W. hyalina sind
alle Varianten mit einer Lichtintensitat von 50 ymol-m2-s' (50-70/30, 50-50/50 und 50-30/70)
im Vergleich zu den anderen Varianten mit hdheren Lichtintensitaten signifikant niedriger. Bei
keiner der beiden Wasserlinsenarten koénnen signifikante Unterschiede zwischen den

verschiedenen Spektralverteilungen festgestellt werden.
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Abbildung 13: Relativer Proteinertrag (RPY; g Woche™' m?), basierend auf der Trocken-
masse, fiir Lemna minor (grau schattierte Saulen) und Wolffiella hyalina (weiBe Saulen),
die Pflanzen wurden liber sieben Tage bei unterschiedlichen Lichtintensitédten (50, 100
und 150 pmol-m?-s™) und Spektralverteilungen (rot/blau: 70/30, 50/50 und 30/70 %) kul-
tiviert (n=4, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanzen innerhalb einer
Art, Tuckey p<0,05, MittelwerttStandardabweichung)

Der Chlorophyll-a-Gehalt ist flir beide Arten nach sieben Versuchstagen in Abbildung 14 dar-
gestellt. Er schwankt zwischen 5,32+0,508 mg-g™' und 7,29+0,392 mg-g™* fir L. minor bei 150-
50/50 bzw. 50-70/30. Der Hochstgehalt fiir W. hyalina betragt 9,98+1,011 mg-g™* Chlorophyll a
und wurde bei 50-30/70 erreicht, wahrend der niedrigste Gehalt (6,830,389 mg-g™') bei 150-
30/70 erreicht wurde. Dies entspricht einem Rickgang von 27 % bei L. minor und 31,6 % bei
W. hyalina.

Bei L. minor ist ein signifikanter Rickgang zwischen den Varianten mit der niedrigsten Lichtin-
tensitat (50 umol-m2-s”') und den beiden héheren Lichtvarianten (100 und 150 pmol-m2-s')
zu beobachten. Der Riickgang von der 50 uymol-Behandlung auf 100 und 150 ymol-m?2-s™ ist
nur zwischen den beiden héchsten (150-70/30 und 50-30/70) und den drei niedrigsten (150-
70/30, 150-50/50 und 150-30/70) Werten signifikant. Unterschiedliche Lichtspektren haben

keinen signifikanten Einfluss auf den Chlorophyll-a-Gehalt der beiden Arten.
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Abbildung 14: Chlorophyll-a-Gehalt (mg-g™), bezogen auf die Trockenmasse, fiir Lemna
minor (grau schattierte Saulen) und Wolffiella hyalina (weie Saulen), die Pflanzen wur-
den liber sieben Tage bei unterschiedlichen Lichtintensitaten (50, 100 und 150 pmol-m-
2-s-1) und Spektralverteilungen (rot/blau: 70/30, 50/50 und 30/70 %) kultiviert (n=4, un-
terschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanzen innerhalb einer Art, Tuckey
p<0,05, MittelwertetStandardabweichung)

3.1.2.2.3 Diskussion

Die RGR der Wasserlinsen unterscheidet sich in dem durchgefihrten Versuch zwischen den
Arten und den verschiedenen Wachstumsbedingungen. Eine Erhdhung der Lichtintensitat von
50 auf 150 umol-m2-s™ steigerte die RGR von L. minorund W. hyalina signifikant. Viele andere
Untersuchungen bestatigen eine Wachstumszunahme mit zunehmender Lichtintensitat
(PAOLACCI et al. 2018; WEDGE, BURRIS 1982; LI et al. 2016).

PAOLACCI et al. (2018) berichteten, dass steigende Lichtintensitdten zwischen 6 und
1000 pmol- m2:s™" die RGR von L. minor und L. minuta, die in sterilen Wachstumsraumen bei
20 °C mit einem Licht:Dunkel-Zyklus von 16:8 h kultiviert wurden, erhéhen. Bei Lichtintensita-
ten unter 40 umol-m2-s™ gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der RGR beider
Arten, wahrend oberhalb von 90 pmol-m?2-s™ signifikante, artbezogene Unterschiede erzielt
wurden. L. minor erreichte bei 150 umol-m2-s™ eine RGR von 0,26 d”' (PAOLACCI et al. 2018).
Diese RGR ist hoher als das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung, was an den verschie-
denen Anbaubedingungen liegen kdnnte. Bei vergleichsweise niedrigen Lichtintensitaten zwi-
schen 30 und 105 pmol-m2-s™' erreichte Lemna aequinoctialis in Monokultur bei der hochsten
Lichtintensitat eine RGR von 0,19+0,0137 d-', wahrend Lemna punctata und Spirodela po-
lyrhiza unter denselben Wachstumsbedingungen Wachstumsraten von 0,18+0,0092 d' bzw.
0,15+0,0101 d™' erreichten (LI et al. 2016). Eine Erhéhung der Lichtintensitat und der Photo-

periode flhrte zu einer Steigerung der Wachstumsrate, der Biomasse und der Starkeproduk-
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tion von Lemna aequinoctialis. Unter Berticksichtigung der Beleuchtungskosten wurde ein Op-
timum in Bezug auf diese Faktoren bei 110 ymol-m2-s™ erreicht (YIN et al. 2015). Eine Erho-
hung der Lichtintensitat um 600 % (von 100 auf 700 umol-m2-s™) fiihrte zu einer um 25 %
héheren RGR von L. gibba (STEWART et al. 2020). Dieser RGR-Anstieg ist geringer als der
von L. minor (66,6 %) und W. hyalina (76,5 %) bei einer Erhdhung der Lichtintensitat um 200 %
in unserer Studie. Die in der vorliegenden Untersuchung erzielten maximalen RGRs von 0,13
d-' fir L. minorund 0,21 d™* fUr W. hyalina sind niedriger als die hochsten erreichten Werte von
0,420+0,018 d' bzw. 0,519+0,055 d™ fiir dieselben Klone (ZIEGLER et al. 2015). Unter nicht-
sterilen Bedingungen missen jedoch bestimmte Kultivierungsunterschiede aufgrund von hem-
menden Faktoren, wie z. B. Algen- oder Bakterienwachstum, bericksichtigt werden (BRAND
et al. 2021; ROIJACKERS et al. 2004). In der verwendeten rezirkulierenden vertikale Indoor-
Farm (IVF) fir die nicht-sterile Kultur von Wasserlinsen wurde ein stark verdinntes Wachs-
tumsmedium, vergleichsweise niedrige Lichtintensitaten und eine moderate Temperatur ver-
wendet. In Bezug auf die Untersuchung von PETERSEN et al. (2021) ergab das gleiche Nahr-
medium mit einer Verdiinnung von 10 % eine RGR von 0,21 d™ fiir W. hyalina, was mit den
Ergebnissen der aktuellen Untersuchung Ubereinstimmt. Im Gegensatz dazu zeigen andere
Studien, dass unterschiedliche Lichtintensitaten keinen signifikanten Einfluss auf die RGR von
Wasserlinsenarten hatten. Die RGR von Lemna minor, die auf synthetischen Molkereiabwas-
sern wuchs, nahm mit steigender Lichtintensitat zwischen 50 und 850 ymol-m2:s™ nicht zu
(WALSH et al. 2021). Lemna gibba erreichte bei unterschiedlichen Lichtintensitaten zwischen
50 und 1000 pmol-m2-s™" konstant hohe Wachstumsraten, hohere Intensitaten flihrten jedoch
zu sinkenden Zeaxanthinwerten (STEWART et al. 2021).

Die in dem Versuch eingestellten Lichtspektren hatten bei beiden Arten keinen signifikanten
Einfluss auf die untersuchten Parameter. Bislang wurden nur wenige Untersuchungen zu die-
sem Einflussfaktor in Bezug auf die Wasserlinse durchgeflhrt. Landoltia punctata, kultiviert
unter fluoreszierendem weifen Licht, blauer LED und weier LED bei 110 ymol-m2-s™, zeigte
keine signifikanten RGR-Unterschiede (GALLEGO et al. 2021). Bei Spirodela polyrhiza wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen der RGR festgestellt, wenn sie bei 60 pmol-m2-s™' mit
roten und blauen LEDs (660 bzw. 460 nm) kultiviert wurde (ZHONG et al. 2021), was die
Ergebnisse des vorliegenden Versuches unterstreicht. Die gleichzeitige Anwendung eines ge-
eigneten Verhaltnisses von roten und blauen Wellenlangen fuhrte zu einer héheren photosyn-
thetischen Effizienz im Vergleich zu anderen Spektren, da die Pflanzen Licht aus diesen Spek-
tren effektiver absorbieren kénnen (ZHONG et al. 2021). S. polyrhiza, die auf einem eutrophem
Medium kultiviert wurde, erreichte einen signifikant héheren Gesamtbiomasseertrag, wenn ein
Rot-Blau-Verhaltnis von 2:1 oder 4:1 bei einer Lichtintensitat von 110 ymol-m2-s™' angewendet
wurde, verglichen mit monochromatischen (450, 630 oder 660 nm) oder fluoreszierenden

Lichtquellen bei denselben Intensitaten (XU et al. 2019).

31



Die dargestellten Rohproteingehalte fiir beide Arten zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen den verschiedenen Lichtszenarien und reichten von 31,83+0,84 % bis 32,4+1,18 %
fur L. minor und von 39,25+1,04 % bis 40,00+0,75 % fur W. hyalina. Dies steht im Gegensatz
zu den Ergebnissen von STEWART et al. (2021), die zeigten, dass der Rohproteingehalt von
L. gibba, die bei 50 und 1000 umol-m2-s™ kultiviert wurde, von 25 % auf 46 % anstieg. Ein
Anstieg des Rohproteingehalts von 1,5 % auf 2 % (bezogen auf das Frischgewicht) wurde bei
L. minor beobachtet, wenn sie auf synthetischen Abwassern aus der Milchverarbeitung bei
einer Lichtintensitat von 850 ymol-m2-s™" im Vergleich zu 50 umol-m2-s™ kultiviert wurde. Bei
C3-Pflanzen, wie z. B. Wasserlinsen, filhren hohere Lichtintensitaten zu einer verstarkten Pro-
duktion von Rubisco, einem I8slichen Protein (WALSH et al. 2021). Ein geringer Anstieg der
Lichtintensitat (von 200 auf 400 umol-m2-s') erhohte die prozentuale Aktivierung von Rubisco
in S. polyrhiza nur geringfigig (MARTINDALE, BOWES 1996). Dies kdnnte eine Erklarung fir
die relativ stabilen Rohproteingehalte in der vorliegenden Untersuchung sein. Eine starkere
Erhéhung der Lichtintensitat, wie oben beschrieben, fihrt zu steigenden Rohproteingehalten.
Die im vorliegenden Versuch erreichten Rohproteingehalte kénnen fir eine vergleichsweise
geringe Nahrstoffkonzentration und Lichtintensitat als hoch angesehen werden, insbesondere
bei W. hyalina. APPENROTH et al. (2017) berichteten tber einen Rohproteingehalt von 35 %
fur W. hyalina und 25 % fur L. minor. Diese Wasserlinsen wurden mit einem modifizierten
Schenk-Hildebrandt-Medium bei 100 pmol-m-s™ kontinuierlichem Weilllicht kultiviert. In ei-
nem anderen Versuch wurden die hochsten Rohproteingehalte der drei Arten Lemna
aequinoctialis, Lemna punctata und Spirodela polyrhiza (33,73+0,3812 %, 32,27+0,2988 %
bzw. 36,82+0,6453 %) bei 105 umol-m2-s™! unter Verwendung einer ein Zehntel starken Hoa-
gland-Lésung erreicht (LI et al. 2016). PETERSEN et al. (2021) erreichten Rohproteingehalte
von 32,4 % fir L. minor und 35,3 % flr W. hyalina, wobei sie ein stationares System mit der
gleichen Nahrlésung wie in diesen Versuchen verwendeten. WHEELER et al. (1996) gingen
davon aus, dass eine kontinuierliche Stickstoffzufuhr bei verschiedenen Kulturen (Weizen, Sa-
lat, Kartoffeln und Sojabohnen), die in einem hydroponischen Kreislaufsystem angebaut wur-
den, hohere Proteingehalte bewirken als bei den gleichen Feldkulturen. Ein solcher Mecha-
nismus kénnte auch fir den Anstieg des Rohproteingehaltes bei W. hyalina verantwortlich
sein, die im Kreislaufsystem im Vergleich zum stationaren System angebaut wird.

Ein Rot-Blau-Verhaltnis von 1:2 kann die Starkeausbeute deutlich erhéhen, wahrend ein ho-
herer Anteil des roten Spektrums unter eutrophen Bedingungen eine starke induktive Wirkung
auf die Turionbildung in Spirodela polyrhiza hat (XU et al. 2019). Dies steht im Gegensatz zu
den Daten von ZHONG et al. (2021), die bei derselben Art eine erhdhte Starkeakkumulation
unter rotem Licht feststellten, wahrend blaues Licht die Proteinakkumulation férderte. Bei Wolf-

fia arrhiza wurden bei Bestrahlung mit Wellenlangen, die weilRem, rotem und blauem Licht
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entsprechen, keine signifikanten Unterschiede in den Aminosaurekonzentrationen des 16sli-
chen Proteins festgestellt (APPENROTH et al. 1982). Diese Daten passen zu unseren Er-
kenntnissen, dass die angewandte spektrale Verteilung keinen signifikanten Einfluss auf die
Rohproteingehalte hatte.

Der relative Rohproteinertrag war bei L. minor im Vergleich zu W. hyalina geringer. Die Art
L. minor erreichte ein Maximum von 4,44+0,548 g-Woche'-m bei 150-50/50 und W. hyalina
von 9,48+0,387 g-Woche'-m bei der gleichen Behandlung. Dies entspricht 2,31 bzw. 4,93 t
reinem Eiweil} pro Jahr und Hektar. In der Literatur wird eine grof3e Bandbreite an Produktivi-
taten angegeben. 28,8 und 34,7 g-Woche'-m flir L. minor bzw. W. hyalina wurden bei Ver-
wendung derselben Nahrldsung in einem stationaren System mit kleineren Gefalken erreicht
(PETERSEN et al. 2021). MOHEDANO et al. (2012) berichteten Gber eine Proteinproduktivitat
von 24 t-Jahr'-ha™' (ca. 46 g-Woche'-m) fiir Wasserlinsen. CHAKRABARTI et al. (2018) er-
reichten fiir L. minor einen Biomasseertrag von 703 kg-Monat*'-ha™' (ca. 17,5 g-Woche™'-m).
Bei einem Proteingehalt von 27,1 % fir Wasserlinsen, die mit anorganischem Dlinger ange-
baut wurden, ergab sich eine Proteinproduktivitat von 4,74 g-Woche'-m? (CHAKRABARTI et
al. 2018). Verglichen mit Sojabohnen mit einem Ertrag von ca. 3 t-Jahr'-ha™ und einem Pro-
teingehalt von 40 % (HELMS, ORF 1998), ist die Proteinproduktivitat von 1,2 t-Jahr'-ha™ im
Vergleich zu allen Hochrechnungen der Proteinproduktivitat von Wasserlinsen deutlich niedri-

ger.

Der Chlorophyll-a-Gehalt nahm bei beiden untersuchten Arten mit zunehmender Lichtintensi-
tat ab. Diese Korrelation wurde auch in weiteren Untersuchungen bei anderen Wasserlinsen-
arten festgestellt (STEWART et al. 2020; STEWART et al. 2021; PAOLACCI et al. 2018;
WALSH et al. 2021; ARTETXE et al. 2002). L. minor hatte bei allen untersuchten Lichtintensi-
taten (6 bis 1000 ymol-m™-s™') hthere Gesamtchlorophyligehalte als L. minuta, die bei der
niedrigsten Lichtintensitat bis zu 1,4 mg-g™' Chlorophyll der Biomasse erreichte (PAOLACCI et
al. 2018). L. gibba enthielt ca. 250 umol-m2 Chlorophyll a und b bei 50 pmol-m?2-s”" und ca.
300 pmol-m2 bei 100 pmol-m2-s™' (STEWART et al. 2020; STEWART et al. 2021). Die Redu-
zierung des Chlorophylls bei hohen Lichtintensitaten ist eine Akklimatisierungsstrategie, die
die Pflanze vor lichtbedingten Schaden durch Photooxidation schiitzt. Im Gegensatz dazu ge-
wahrleisten hohe Chlorophyligehalte bei niedrigen Lichtintensitdten eine maximale Lich-
tabsorption. Solche Pflanzen sind in der Regel mit Schattentoleranz verbunden (PAOLACCI
et al. 2018). Eine héhere RGR und ein hdherer relativer Rohproteinertrag von W. hyalina im
Vergleich zu L. minor in allen untersuchten Varianten kdnnte durch eine hohere Konzentration
von Chlorophyll a in W. hyalina erklart werden, wodurch die Photosynthese effektiver ist als

bei L. minor.
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Die verschiedenen untersuchten Spektralverteilungen hatten keine signifikanten Auswirkun-
gen auf den Chlorophyll-a-Gehalt der beiden Arten. Dies wurde auch von ZHONG et al. (2021)
gezeigt, die keine signifikanten Unterschiede bei S. polyrhiza feststellten, wenn sie unter ro-

tem, blauem und weilRem Licht kultiviert wurde.

Das fur diese Versuche verwendete Wasserlinsen-Kultivierungssystem (Abbildung 10) ist ein
kleiner Prototyp einer aquatischen IVF mit Kreislaufsystem. Es wurde fir die Durchfiihrung
wissenschaftlicher Experimente konzipiert und gebaut. In der Literatur wurde bisher keine
praktische Anwendung einer IVF flr die Wasserlinsenkultivierung beschrieben, weder in klei-
nem Malstab fir Experimente noch in groem Maf3stab fiir die Biomasseproduktion. Die Er-
gebnisse der vorliegenden Studie unterstreichen, dass die Kultivierung von Wasserlinsen in
einem solchen System unter nicht-sterilen Bedingungen madglich ist. Das System zur Nahr-
stoffkontrolle und -dosierung basiert auf EC-Werten. Wenn die tatsachlichen EC-Werte unter
den Ziel-EC-Wert fielen, pumpt das Dosiersystem Stammlésung in das Reservoir, bis der Ziel-
wert wieder erreicht wird. Dies ist ein bewahrtes System fiir die Nahrstoffdosierung, das in
vielen verschiedenen hydroponischen Anwendungen eingesetzt wird. Bei der Anwendung in
Kreislaufsystemen werden die Nachteile jedoch deutlich. Ein Ungleichgewicht zwischen der
Nahrstoffzusammensetzung, der Stammldsungen und der tatsachlichen Nahrstoffaufnahme
durch die Pflanzen kann zu steigenden Konzentrationen bestimmter Stoffe in Kreislaufsyste-
men fuhren, wie in den vorgestellten Ergebnissen zu sehen war. Je langer ein Kreislaufsystem
lauft, desto grolRer werden die Ungleichgewichte. Eine Verarmung an Nahrstoffen wie Ammo-
nium, Nitrat, Natrium oder Magnesium kann bei Wasserlinsen aufgrund eines nicht optimalen
Nahrstoffverhaltnisses zu einer Verringerung der RGR und des Rohproteingehaltes flihren
(WALSH et al. 2020; PETERSEN et al. 2021). Eine Anpassung der Stammlésungen an den
tatsachlichen Bedarf der Pflanzen ist aus pflanzenphysiologischen und technischen Griinden
schwierig. Viele Pflanzen haben in verschiedenen Entwicklungsstadien einen wechselnden
Bedarf. Aullerdem mussen die Dosierpumpen bei der Dosierung mehrerer Stammldsungen
prazise arbeiten, um das Nahrstoffverhaltnis gleichmafig zu halten. Um mehr Daten tber das
Verhalten von Wasserlinsen in Kreislaufsystemen zu erhalten, sind ldnger andauernde Expe-
rimente erforderlich, in denen ein breites Spektrum an abiotischen und bei nicht-sterilen Ex-
perimenten auch an biotischen Parametern untersucht wird. Die Ergebnisse und Erfahrungen
dieser Untersuchung wurden bereits erfolgreich in den Betrieb des hydroponischen Kreis-
laufsystems fir den Anbau von Wasserlinsen-Biomasse in einem gréReren MalRstab umge-
setzt (siehe Abschnitt 3.1.3.4).
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3.1.2.3 Versuch zur Temperatur und Stromungsgeschwindigkeiten

Ziel des Versuches war es, den Einfluss zweier Wassertemperaturen und dreier Stromungs-
geschwindigkeiten, bzw. Wasserlinsenbewegungen auf den Rohproteingehalt und die Wachs-
tumsrate von L. minorund W. hyalina in einem Kreislaufsystem zu untersuchen. Dazu wurden
zwei aufeinanderfolgende Versuche fiir jede Art durchgefiihrt, bei welchen in der ersten Wo-
che eine Wassertemperatur von 20 °C und in der zweiten Woche von 24 °C eingestellt wurde.

Zusatzlich wurde die Wasserlinsenbewegung zwischen langsam, mittel und schnell eingestelit.

3.1.2.3.1 Material und Methoden

Zur Uberpriifung der zwei Wassertemperaturen sowie der drei Wasserlinsenbewegungen wur-
den zwei aufeinanderfolgende, einwdchige Versuche fur jede der beiden Arten (L. minor,
W. hyalina) vom 12.11.2020 bis zum 10.12.2020 durchgefuhrt. In der ersten Woche wurde in
jedem der drei Kreislaufe, welche jeweils vier Wiederholungen in Form von vier Becken um-
fassten (Abbildung 15) eine Wassertemperatur von 20 °C und in der zweiten Woche eine Tem-
peratur von 24 °C eingestellt. Jeder Kreislauf umfasste vier Kultivierungsbecken, welche je-
weils einen Zu- und einen Ablauf besalRen (Abbildung 15 und Abbildung 16). Die Einstellung
der Temperatur und der Nahrstoffkonzentration erfolgte in dem jeweiligen Nahrlésungsreser-
voir. Dazu wurde zu Beginn eines jeden Versuches mithilfe der Bluelab Steuerung ein EC-
: Wert von 0,6 mS-cm™ fiir das verwendete
Leitungswasser eingestellt, dies entspricht
dem in Tabelle 5 dargestellten 1:10 ver-
dunnten N-Medium. Die Temperaturregu-
lation erfolgte Uber Heizstabe in dem Re-
servoir. Als Leuchtmittel wurden LEDs der
Serie S4W der Firma Sanlight eingesetzt,
welche ein fur das Pflanzenwachstum ge-
eignetes Lichtspektrum abbilden, die

Lichtintensitat betrug 350 ymol/m?/s. Jeder

Versuch startete mit 25 g Frischmasse aus

Abbildung 15: Versuchsaufbau mit drei Kreis-
laufen mit jeweils vier Versuchsbecken zur der Vorkultivierung fiir L. minor und 20 g fiir
Uberprifung des Einflusses der Temperatur
und der Wasserlinsenbewegung

W. hyalina pro Becken.

Die Nahrlésung wurde durch ein L-férmi-
ges Bauteil auf Hohe der Wasseroberflache in die Kultivierungsbecken geleitet. Durch unter-
schiedlich stark eigestellte Stromungsgeschwindigkeiten konnten unterschiedlich starke Was-

serlinsenbewegungen erzeugt werden. In jedem Becken wurde mittels eines MalRbandes und
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einer Stoppuhr die Wasserlinsengeschwindigkeit in cm pro Sekunde eingestellt. Dieser Vor-
gang musste nach dem Versuchsstart alle zwei Tage wiederholt werden, da die Wasserlin-

senbewegung aufgrund des Wachstum taglich abgenommen hat.

1. Kreislauf 2. Kreislauf 3. Kreislauf
niedrige Wasserlinsen- mittlere Wasserlinsen- hohe Wasserlinsen-
bewegung 0,2-1,6 cm/s bewegung 1,6-3,0 cm/s bewegung 3,0-4,4 cm/s

|
Temperatur pro Becken (Art) Temperatur pro Becken (Art) Temperatur pro Becken (Art)
1. Woche: 20 °C (L. minor) 1. Woche: 20 °C (L. minor) 1. Woche: 20 °C (L. minor)
2. Woche: 24 °C (L. minor) 2. Woche: 24 °C (L. minor) 2. Woche: 24 °C (L. minor)
3. Woche: 20 °C (W. hyalina) 3. Woche: 20 °C (W. hyalina) 3. Woche: 20 °C (W. hyalina)
4. Woche: 24 °C (W. hyalina) 4. Woche: 24 °C (W. hyalina) 4. Woche: 24 °C (W. hyalina)

Abbildung 16: Versuchsaufbau und Ablauf zur Uberpriifung des Einflusses der Wasser-
linsenbewegung und der Temperatur auf die Kultivierung der Wasserlinsenarten L. mi-
nor und W. hyalina

Um den Einfluss der Temperatur und der Stromungsgeschwindigkeiten zu tUberprifen, wurden
Frisch- und Trockenmasseparameter und im Anschluss die RGR zu berechnet. Anhand der
Trockenmasseproben wurde auflerdem der Rohproteingehalt ermittelt. Die durchgefiihrten

Methoden und Berechnungen sind in Abschnitt 3.1.2.1.1 beschrieben.

3.1.2.3.2 Ergebnisse

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der RGR fir beide Arten unter dem Einfluss der Wasser-
temperatur und der Wasserlinsenbewegung abgebildet. Die mittlere RGR von L. minor liegt
Uber alle Varianten in einem Bereich von 0,162 — 0,17 d™'. Aufgrund dessen lassen sich keine
tendenziellen Unterschiede zwischen den Temperaturen und den Wasserlinsenbewegungen
feststellen. Fur W. hyalina ergeben sich dhnliche mittlere RGRs von 0,14 — 0,175 d'. Tenden-
ziell ist die RGR bei der langsamen Variante bei beiden Temperaturen etwas hdher als bei
den schnelleren Wasserlinsenbewegungen. Im Vergleich liegt die RGR der 24 °C Variante von

W. hyalina tendenziell unter derer der 20 °C Variante.
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Abbildung 17: Relative growth rate (RGR, d') von A: L. minor und B: W. hyalina bei drei
unterschiedlichen Wasserlinsenbewegungen (langsam: 0,2-1,6 cm-s™, mittel: 1,6-3,0

cm-s™, schnell: 3,0-4,4 cm-s™) und zwei Temperaturen (20 und 24 °C), MittelwertexStan-
dardabweichung

In Abbildung 18 ist der Rohproteingehalt (%) fur beide Arten unter dem Einfluss der Wasser-
temperatur und der Wasserlinsenbewegung abgebildet. Ahnlich wie bei der RGR liegen die
Rohproteingehalte innerhalb einer Art nah beieinander. Fir L. minor ergeben sich mittlere
Rohproteingehalte zwischen 31,1 und 34,6 %. Der Startrohproteingehalt bei dem zweiten Ver-
such (24 °C) lag 1 % niedriger bei L. minor als im ersten Versuch (20 °C). In dem ersten Ver-
such weist die mittlere Variante den tendenziell niedrigsten Rohproteingehalt auf und in dem
zweiten Versuch weist sie den tendenziell h6chsten Rohproteingehalt auf (Abbildung 18A). Bei
den Ergebnissen von W. hyalina zeigen sich bei dem 24 °C Versuch im Vergleich zum 20 °C
Versuch tendenzielle Zunahmen in dem Rohproteingehalt. Bei beiden Versuchen ist der Roh-
proteingehalt im Vergleich zum Startwert tendenziell zuriickgegangen. Insgesamt liegen auch
bei W. hyalina die mittleren Rohproteingehalte mit 37,9 — 43,6 % (Startwert) nah beieinander.

A) 45 B) 45 R
40 40 - B . B = &
35 z = — — °\E 35
$ % - : § 30
"g’, 25 "g’, 25
220 @ 20
215 215
& 10 & 10
5 5
0 0
Start langsam mittel schnell Start langsam mittel schnell
Wasserlinsenbewegung Wasserlinsenbewegung
20°Cm24°C 20°Cm24°C

Abbildung 18: Rohproteingehalt (%, bezogen auf die Trockenmasse) von A: L. minor
und B: W. hyalina bei drei unterschiedlichen Wasserlinsenbewegungen (langsam: 0,2-
1,6 cm-s™, mittel: 1,6-3,0 cm-s™, schnell: 3,0-4,4 cm-s™) und zwei Temperaturen (20 und
24 °C), MittelwertexStandardabweichung
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3.1.2.3.3 Diskussion

Bei der Untersuchung des Einflusses zweier Wassertemperaturen und dreier Strdmungsge-
schwindigkeiten bzw. Wasserlinsenbewegungen auf den Rohproteingehalt und die Wachs-
tumsrate von L. minor und W. hyalina, konnte kein eindeutiger Effekt beobachtet werden.
Nach IQBAL (1999) kann je nach Art ein Wachstum zwischen 7 und 35 °C verzeichnet werden,
wobei das Optimum bei Temperaturen zwischen 25 und 31 °C liegt. Fur L. minor wird eine
maximale intrinsische Wachstumsrate bei einer optimalen Temperatur und Photoperiode von
26 °C bzw. 12 — 13 h beschrieben (LASFAR et al. 2007; VAN DER HEIDE et al. 2006). Da die
Wachstumsrate von L. minor unter standardisierten Bedingungen bis zu einer Temperatur von

26 °C ansteigt (Abbildung 19) wurde in dem durchgefuihrten Versuch eine hdhere Wachstums-

0.50

rate wahrend der Kultivierung bei 24 °C im

x Experimental data (deduced from Eq. (5) )

0.40 |} —Model predictions Eq. (11)
R?=0.997

Vergleich zu der 20 °C Kultivierung vermutet.

e In dem Versuch konnten jedoch fur L. minor

keine tendenziellen Unterschiede zwischen

e den Temperaturen festgestellt werden, da die

Intrinsic growth rate, r;, (d")

ks I Wachstumsraten Uber alle Varianten sehr

eng beieinander lagen (0,162 — 0,17 d™"). Fur
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o s 1 15 20 25 a0 3 a0 W. hyalinakonnteindem Versuch bei?24 °C,

Growth medium temperature, T (°C) . .
. o entgegen der Erwartungen, eine tendenziell
Abbildung 19: Intrinsische Wachstumsrate

tet aus den Stickstoff und Phosphor-Mas- . } . .
senbilanzen) (Lasfar et al. 2007) kann eine Nahrstoffabnahme im Kreis-

laufsystem wahrend des Versuchszeitraumes gewesen sein, welche einen starkeren Effekt
gehabt haben kdnnte als die Temperatur zwischen 20 und 24 °C. Zudem kdnnte auch der
Dichteffekt den Einfluss der Temperatur wahrend der Versuche Uberlagert haben. Die Kultur-
dichte der Wasserlinsen beeinflusst sowohl ihr Wachstum als auch ihre Zusammensetzung.
Durch zu hohe Kulturdichten kommt es zu einer Verringerung der Wachstumsrate
(CHAIPRAPAT et al. 2005; DRIEVER et al. 2005; IQBAL 1999; VERMA, SUTHAR 2015;
HUTABARAT, INDRADEWA 2020). Da die Kulturdichte mit zunehmender Versuchsdauer an-
gestiegen ist, aber nicht abgeerntet oder konstant gehalten wurde, kann dies das Wachstum
ebenfalls beeinflusst haben. Auch fur den Rohproteingehalt Iasst sich kein eindeutiger Effekt
von der Temperatur erkennen.

Da unter nattrlichen Bedingungen Wasserlinsen Uberwiegend auf stehenden oder fast ruhen-
den Gewassern vorkommen und empfindlich auf starken Wind oder einen erhéhten Wasser-
strom reagieren, wurde zu Versuchsbeginn ein negativer Effekt durch hohe Wasserlinsenbe-

wegungen erwartet. Unter natlrlichen Bedingungen werden Wasserlinsen durch starken Wind
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an das Ufer des Gewassers geblasen und sterben dort zum Teil ab. Sie kébnnen héheren Was-
serstromungen nur standhalten, wenn sie durch andere Pflanzen, wie zum Beispiel Eichhornia
oder Phragmites, geschitzt werden (IQBAL 1999). In der vorliegenden Untersuchung konnte
kein eindeutiger Trend zwischen den Wasserlinsenbewegungen festgestellt werden.
HUTABARAT, INDRADEWA (2020) konnten in ihren Untersuchungen ebenfalls keinen Ein-
fluss der Uberpriften Wasserdurchfliisse auf das Wachstum und die Qualitat der Wasserlinsen
ermitteln. Durch eigene Beobachtungen, wahrend der Kultivierung der Wasserlinsen im gro-
Ren hydroponischen Kultivierungssystem (Abbildung 21) zur Biomasseproduktion, konnten
negative Auswirkungen durch zu hohe Durchflussraten festgestellt werden. Wie zuvor fir den
Parameter Temperatur beschrieben, kann der Nahrstoff- und Dichteffekt auch den Parameter
Wasserlinsenbewegung beeinflusst haben und einen starkeren Einfluss auf die untersuchten
Faktoren gehabt haben, als die Wasserlinsenbewegung. Zudem konnte der Faktor Wasserlin-
senbewegung methodisch schwer umgesetzt werden, da die Wasserlinsenbewegung mit zu-
nehmendem Wachstum der Wasserlinsen abgenommen hat. Aufgrund dessen wurde die Be-
wegung alle zwei Tage neu eingestellt, wobei diese zum Teil schon stark abgenommen hatte.
Wie auch in anderen Untersuchungen konnte mit 37,9 — 43,6 % ein héherer Rohproteingehalt
fur W. hyalina als fur L. minor mit 31,1 — 34,6 % Uber alle Varianten hinweg ermittelt werden
(PETERSEN et al. 2021; APPENROTH et al. 2017). Insgesamt ist es eine Herausforderung,
alle Einflussfaktoren bei der Versuchsdurchflihrung in nicht vollstandig standardisierten, hyd-

roponischen Kreislaufsystemen konstant zu halten.

3.1.3 Entwicklung und Inbetriebnahme des hydroponischen Kultivierungssystems
3.1.3.1 Wasserlinsenproduktion in Bramsche

Zur Produktion der fiur die Verdaulichkeitsversuche notwendigen Wasserlinsenbiomasse
wurde ein Produktionsauftrag an die Firma Aqua-Light GmbH in Bramsche vergeben, da dort
bereits ein Kultivierungssystem vorhanden war, welches fir die Wasserlinsenkultivierung ge-
nutzt werden konnte. Dieses vertikale System besteht aus neun Produktionsebenen (ca. 2,00
x 1,40 x 0,10 m) und einem Nahrlésungsreservoir (ca. 2,00 x 1,40 x 0,40 m). Somit stehen
insgesamt ca. 25,2 m? Produktionsflache zur Verfligung. Das System ist so aufgebaut, dass
zwischen den Ebenen ein Wasseraustausch, jedoch im Regelbetrieb kein Biomasseaustausch
stattfindet. Die Arbeitsgruppe an der Hochschule Osnabrick lieferte die Startbiomasse, Nahr-
stoffe, Teile der Technik, Arbeitskraft und Know-how. Kernstlick der Technik war die Regelung
der Nahrstoffkonzentration in der Nahrldsung auf Basis des EC-Wertes mit der zugehorigen
Dosiereinheit fur die Stammldsungen. Aqua-Light stellte das System und weitere Technikkom-
ponenten, wie Pumpen, Beleuchtung und die Stromversorgung zur Verfligung. Die Produktion

begann im Februar 2020.
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Zu Beginn musste die Startbiomasse vermehrt werden, damit samtliche Ebenen mit Wasser-
linsen bedeckt waren. FUnf Ebenen sollten mit L. minor und vier Ebenen mit W. hyalina be-
stuckt werden. Wahrend sich L. minor gut vermehrte, konnte bei W. hyalina schon wahrend
der Startphase kaum Wachstum dokumentiert werden. Dieser Zustand verbesserte sich auch
durch weitere Nahrstoffzugabe, veranderte Strahlungsbedingungen oder Temperaturen nicht.
Daher wurde beschlossen die Produktion ausschlieBlich mit L. minor fortzusetzen. Die ge-
meinsame Nutzung eines Kultursystems mit L. minor scheint sich negativ auf das Wachstum
von W. hyalina auszuwirken, da diese Art in Reinkultur durchaus gute Vermehrungsraten er-

zielt.

3.1.3.2 Inbetriebnahme des hydroponischen Wasserlinsenkultivierungssystems am
Standort Haste

Kurz nachdem die gesamte Produktionsflache mit L. minor bedeckt war und die erste Ernte
erfolgte, begannen im Marz 2020 die Einschrankungen im Zuge der COVID-19-Pandemie.
Folglich konnte das System mehrere Wochen nicht adaquat betreut werden. Aufgrund dieser
Situation wurde beschlossen, dass System zu erwerben, am Standort der Fakultat fur Agrar-
wissenschaften und Landschaftsarchitektur der Hochschule Osnabriick in Haste aufzubauen
und selbst zu betreiben. Dadurch konnte eine kontinuierliche Betreuung des Systems sicher-
gestellt werden. Der Aufbau und die Inbetriebnahme am Campus Haste fanden Anfang Juli
2020 statt. Das System wurde weiterhin nur mit der Art L. minor betrieben. Mit Hilfe des Labors
der Hochschule fanden regelmaRige Untersuchungen in Form von Schnelltests auf den Gehalt
verschiedener Nahrstoffe in der Nahrldsung statt, damit eine gezielte Nachdiingung vorge-

nommen werden konnte. Nach etwa zwei Wochen konnte die erste Ernte erfolgen.

3.1.3.3 Pilzbefall mit dem Krankheitserreger Pythium myriotylum

Anfang August 2020 wurde ein Befall der Wasserlinsenart L. minor in Form von kreisférmigen
Aufhellungen festgestellt. Eine erhdhte Konzentration dieser Aufhellungen konnte in den ruhi-
gen Bereichen der Becken, mit weniger Wasserbewegung, festgestellt werden (Abbildung 20).
Zur schnellen Identifikation des Erregers wurden verschiedene Proben zum Pflanzenschutz-
amt geschickt. Nach einer Sequenzierung stellte sich heraus, dass es sich um den Pilz Py-
thium myriotylum handelte, ein feuchtigkeitsliebender Sporenbildner. Der genaue Eintragsweg
konnte nicht eindeutig identifiziert werden, moglich ist eine Kontamination Gber Staub, Hande,
Materialien oder Insekten. Das gesamte System inklusive aller Einzelteile wurde geleert, ge-
saubert und desinfiziert. In enger Zusammenarbeit mit Dr. Thomas Brand vom Pflanzenschutz-
amt Niedersachsen wurde der erste Bericht Uber P. myriotylum an Wasserlinsen in Deutsch-

land erarbeitet (BRAND et al. 2021). Nach einigen GegenmafRnahmen und Modifizierungen
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des Kultivierungssystems wurde es wieder in Betrieb genommen. Seitdem konnte kein weite-

rer Befall von L. minor mit dem Krankheitserreger Pythium myriotylum festgestellt werden.

tylum in dem hydroponischen Kultivierungssystem am Standort Haste

3.1.3.4 Aufbau einer stabilen Kultivierung und Modifizierung des hydroponischen
Kultivierungssystems

Bei der ersten Inbetriebnahme des Systems am Standort Haste im Juli 2020 diente dieses

direkt fur die grofl¥flachige Produktion der Wasserlinsenbiomasse (Abbildung 21, links). Fur die

neue Inbetriebnahme im Marz 2021 wurde nach dem Pilzbefall (siehe 3.1.3.3) das gesamte

System modifiziert (Abbildung 21, rechts). Dies sollte neben der Unterdriickung des Pilzes

auch der Standardisierung der Produktion dienen und zukunftige Versuche erleichtern.
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- abgerundete Ecken
- neue Leuchtmittel
- UVC-Klarer
- Einnetzung
- verbessertes
N&hrstoffmanagement

Abbildung 21: Inbetriebnahme (links) und Optimierung des vertikalen hydroponischen
Produktionssystems fiir Wasserlinsen (rechts) am Standort Haste

Um einem weiteren Pilzbefall vorzubeugen wurde die Kultivierungstemperatur auf 21 °C her-
abgesetzt. Zudem wurden die vier Ecken einer jeden Ebene durch herausnehmbare Stiicke
abgerundet. Auf diese Weise wurden magliche Todzonen im Becken vermieden. Des Weiteren
konnte durch eine Einnetzung mit einem Insektenschutznetz das gesamten Systems vor dem
Eindringen von Insekten und aufwirbelndem Staub geschuitzt werden.

Da es sich um ein geschlossenes System handelt und die Nahrlésung nur bei durchgefiuihrten
Wasserwechseln ausgetauscht wird, muss das auftretende Algenwachstum in dem System
kontrolliert und unterdriickt werden. Hierflir wurde jeweils ein UVC-Klarer am Zulauf und einer
am Ablauf des Systems installiert. Zudem erfolgte eine regelmaRige Reinigung des Systems
mit integriertem Wasserwechsel. Das Algenwachstum kann zusatzlich durch die Anbringung
schwarzer Platten auf der Unterseite der Becken, durch die ein Lichteintrag von der darunter-
liegenden Ebene vermieden wird, eingeddmmt werden. Um geldste Schwebstoffe und Biofilme
aus dem System herauszufiltern, wurde zusatzlich zu den UVC-Klarern ein Siebfilter mit auto-
matischer Rickspuhlung vor dem Zulauf installiert.

Die bereits installierte Bluelab Steuerung fir die Nahrstoffdosierung nach EC-Wert wird wei-
terhin genutzt, allerdings wurde die Nahrlésung auf Basis der in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen
Versuche angepasst und die Ammoniumdosierung optimiert. Fir eine zentrale Datengenerie-
rung und Speicherung wurde ein Steuerungscomputer der Firma Cultinova installiert. Mithilfe

des Datencomputers kdnnen die nachtraglich installierten LEDs der Firma Sanlight (FLEX-
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PRO 12 | S4) gesteuert werden. Die neue Beleuchtung mit finf LEDs pro Ebene ermdglicht,
trotz der geringen Abstande, eine optimale Ausleuchtung der Ebenen. Zusatzlich sind die Lam-
pen dimmbar und die Lichtintensitat kann, je nach Kultivierungs- und Versuchsziel, angepasst
werden. Jede Ebene kann einzeln in einem Intensitatsbereich von 0 bis 250 ymol-m2-s™' ein-
gestellt werden.

Fir eine regelmaRige Uberwachung und Kontrolle des Systems wurde eine Webcam und eine
Signalleuchte installiert. Ein Uberlauf und verschiedene Ventile verhindern ein unerwiinschtes
Leer- bzw. Uberlaufen des Systems. Durch verschiedene Wasseranschliisse kann je nach
Versuchs- und Kultivierungsbedingungen die Zufuhr variiert werden.

Mittlerweile lauft das System seit Marz 2021 ununterbrochen und es konnte eine Gesamtern-
temenge von rund 6 kg Trockenmasse (2 ca. 100 kg Frischmasse, Annahme: 6 % TM-Gehalt)

fur den Fatterungsversuch Ende letzten Jahres produziert werden.

3.1.3.5 Versuch zum Einfluss der Lichtintensitdt auf die systemspezifische Kapazi-
tatsgrenze des hydroponischen Kultivierungssystems

Zur Auslegung einer ertragsorientierten Prozessfliihrung der Wasserlinsenernte wurden im

Rahmen eines Forschungs- und Entwicklungsprojektes verschiedene, in der Literatur gege-

bene Wachstumsmodelle diskutiert. Hierbei wurden sigmoidale Wachstumsfunktionen heran-

gezogen, die es gegenuber einer exponentiellen Betrachtung ermdglichen, die Wachstumsdy-

namik als Funktion aus einer intrinsischen Wachstumsrate und einer systemspezifischen Ka-

pazitatsgrenze wiederzugeben (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Funktionen verschiedener Wachstumsmodelle (MONETTE et al. 2006;
DRIEVER et al. 2005; GOMPERTZ 1825)
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Dadurch lasst sich die Abhangigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit der Pflanzen von der
Pflanzendichte, die vorrangig durch gegenseitige Beschattung bedingt wird, mathematisch be-
schreiben. Hieraus konnten im Weiteren Berechnungsgrundlagen zur Auslegung von Em-
teprozessen entwickelt werden, die es ermdglichen, bei gegebener Erntefrequenz, die opti-
male Erntemenge, sowie die Pflanzendichte vor und nach der Ernte abzuschatzen. Zudem
konnte so die Abhangigkeit des Flachenertrags von der Erntefrequenz beschrieben werden.

Um die diskutierten Wachstumsmodelle anhand realer Daten zu validieren und um den Ein-
fluss der Lichtintensitat auf die systemspezifische Kapazitatsgrenze naher beschreiben zu
kénnen, wurde dieser Zusammenhang im Rahmen einer dem Forschungs- und Entwicklungs-

projekt nachgelagerten Masterarbeit in einem Wachstumsversuch naher untersucht.

Hierfur wurden Wasserlinsen der Art Lemna minor in einem zweifaktoriellen Versuchsaufbau
unter vier verschiedenen Beleuchtungsintensitaten mit sechs verschiedenen Pflanzendichten
in jeweils funffacher Wiederholung flr sieben Tage kultiviert. Der Versuch fand in der bereits
zuvor beschriebenen entwickelten Pilotanlage fur in IVF-Anbau von Wasserlinsen statt. Die
einzelnen Varianten und Wiederholungen wurden mithilfe von Rohrzuschnitten voneinander
getrennt. Durch den Aufbau des hydroponischen Kreislaufsystems wurden an jeder Stelle des
Kultursystems gleiche Nahrstoff-, Temperatur und pH-Bedingungen erzeugt. Die Auswertung
des Versuchs dauert zum aktuellen Zeitpunkt noch an, jedoch lassen erste Ergebnisse auf
einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Lichtintensitdt und der Kapazitatsgrenze
schlielen, welcher in dieser Form bislang nicht naher untersucht wurde. Die erhobenen Er-
gebnisse kdnnen im Anschluss der Optimierung der Erntezeitpunkte, der Einstellung des Lich-

tes und der anfanglichen Biomassendichte dienen.

3.1.4 Versuch zum Einsatz der Giillediinnphase

Ziel des Versuches war es, einen moglichen Einsatz der Dunngulle bei der Kultivierung der
Wasserlinsenartenarten Lemna minor und Wolfiella hyalina anhand des Wachstums und des
Proteingehaltes zu tUberprifen. Neben dem standardmaRig eingesetzten N-Medium, wird eine

verdunnte Sauendinngulle und eine Variante mit aufgediingter Sauengdlle untersucht.

3.1.4.1 Material und Methoden

Der Versuch zum Einsatz der Gillediinnphase teilte sich fiir beide Wasserlinsenarten (L. minor
und W. hyalina) auf jeweils zwdlf Becken auf. Fur jede der drei Nahrlésungsvarianten wurden
vier Wiederholungen durchgefihrt. Die Dinngllle wurde vom Agrarunternehmen Bernd Bu-
sing zur Verfigung gestellt. Es handelte sich hierbei um Sauengdlle, die mit einer Dekanter-
zentrifuge separiert wurde. Zur Reduzierung der Keimbelastung wurde die Dinnglille vier

Stunden in einem Vertikallaborautoklaven der Firma Tuttnauer (Modell 5075 ELV) autoklaviert.
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Die Analyse der VDLUFA der einzelnen Nahrstoffgehalte ist in Tabelle 8 dargestellt. Die Was-
serlinsen wurden fir vier Tage in der jeweiligen Nahrstoffvariante vorkultiviert um eine mdogli-
che Legphase zu vermeiden. In einem ersten Schritt wurde fir die Variante mit der Dunngulle
ca. 188 ml Dinngllle (Tabelle 8, links) in jedes der vier Becken gegeben. Fir die Variante
Dinngulle mit Mineraldingern wurden 188 ml Dinngulle und zusatzlich mineralische Dunger
hinzugegeben, um die gleichen Nahrstoffgehalte wie des verdiinnten N-Mediums zu erreichen.
Far die Variante mit dem N-Medium wurden 46,13 ml jedes Nahrstoffs (Tabelle 8, rechts) in
jeweils weitere vier Becken gegeben. Alle Becken wurden mit Leitungswasser auf 18,48 | auf-
gefillt. In jedes Becken wurden bei dem Versuch mit Lemna minor 9,33 g der vorkultivierten
Wasserlinsenfrischmasse und bei dem Versuch mit Wolfiella hyalina 7 g eingesetzt. Sowohl
zum Versuchsbeginn als auch zum Versuchende, nach einwdchiger Kultivierung, wurden Pro-
ben der Wasserlinsen flr die Protein- und Nahrstoffbestimmung entnommen und bei 60 °C fir
vier Tage getrocknet. Zudem wurde jeweils eine Nahrlosungsprobe zum Versuchsstart und

-ende aus jedem Becken gezogen.
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Tabelle 8: Nahrstoffzusammensetzung (mg-1") der Sauen Diinngiille (links) und der

Stammlésung des modifizierten N-Mediums (rechts)

Diinngiille (Schwein) Stammlosung modifiziertes N-Medium
Nahrstoffe mg-I-! Nahrstoffe mg-I"
NH,-N 1820 NOS'-N 106,68
Gesamt-Stickstoff (N) 3470 NH4+-N 35
CaCl -15slich 1820 PO43' 95
Nitrat-Stickstoff (NO, - N), CaCl,-I6slich <2 K" 354,26
verfligbarer Stickstoff 1820 MgZ+ 31,8
Phosphor(P,0,) 620 so? 311,248
4
Kalium (K,0) 2830 Ca’ 89,5
Calcium (Ca0) 1370 cr 120,75
Magnesium (MgO) 260 [ 1,412
Natrium (Na,O) 910 BO ¥ 0,074
3
Gesamt-Schwefel (S) 410 Mn2" 0,715
Kupfer (Cu) 0,0189 Na’ 17,4
Zink (Zn) 0,059
Bor (B) 0,0017
Mangan (Mn) 0,0203
Eisen (Fe) 0,0827
Chlorid (CI) 0,9386

Als Leuchtmittel wurden LEDs der Serie S4W der Firma Sanlight eingesetzt, welche ein fir
das Pflanzenwachstum geeignetes Lichtspektrum abbilden, die Lichtintensitat betrug
350 umol-m?-s™'. Die durchschnittliche Lufttemperatur belief sich wahrend des Versuchszeit-
raumes von L. minor auf 18,34+1,37 °C und die Wassertemperatur auf 18,06+0,92 °C. Uber

den Versuchszeitraum von W. hyalina wurde eine Lufttemperatur von 20,29+1,32 °C und eine

10 Wassertemperatur von
o 8 - - _ 19,750,728 °C gemessen. Zur
° 6
= 4 Kontrolle wurde der pH-Wert so-
T
= 2 wohl zum Versuchsstart als auch

0

Giille Giille+Diinger N-Medium zum Versuchsende erfasst. In Ab-
Variante bildung 23 sind die pH-Werte aller
mVersuchsstart = Versuchsende drei Nahrldsungsvarianten bei-

spielhaft fur W. hyalina abgebildet.
Abbildung 23: pH-Wert der unterschiedlichen Nahrlo-
sungsvarianten zum Versuchsstart und — ende am
Beispiel von W. hyalina

Zum Versuchsstart konnte ein mitt-

lerer Gehalt von 9,2 fir die Gille-
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variante gemessen werden, welcher wahrend des Versuches auf 7,8 abgesunken ist. Fur die
Gullet+Duinger-Variante konnte eine Abnahme von 8,6 auf 7,7 dokumentiert werden. Der pH-
Wert des N-Mediums ist wahrend des Versuchszeitraumes von 6,8 auf 7,1 angestiegen. Fur
den Versuch von L. minor hat sich ein sehr ahnlicher Verlauf abgezeichnet.

Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Bestimmung der Nahrstoffe in der Nahrlésung
(vergleiche Punkt 3.1.2.1.1) und in den getrockneten Wasserlinsen der einzelnen Varianten.
Fir die Bestimmung der Nahrstoffe in den Wasserlinsen wurde der mikrowellenbeheizte
Druckaufschluss angelehnt an die DIN EN 15621:2012-04 durchgefihrt. Dieser dient dazu,
Elemente aus den Wasserlinsen freizusetzen und in Losung zu bringen. In der Lé6sung wurden
die Gehalte der Mengen- und Spurenelemente mit der Plasmaemissionsspektrometrie (ICP-
OES) bestimmt (DIN EN ISO 11885:2009-09).

Die Bestimmung der Frisch- und Trockenmasse, sowie die anschlieRende Analyse des Roh-

proteingehaltes erfolgte nach dem in Abschnitt 3.1.2.1.1 beschriebenen Schema.

3.1.4.2 Ergebnisse

Die groRte tendenzielle Veranderung der Nahrstoffkonzentrationen lasst sich zwischen den
Nahrlésungsvarianten bei der Betrachtung des Nitrat- und Ammoniumgehaltes erkennen. Wie
in Abbildung 24 dargestellt ist, konnen sowohl zwischen den unterschiedlichen Nahrldsungs-
varianten als auch zum Versuchsstart und -ende tendenzielle Unterschiede im Nitrat- und Am-
moniumgehalt festgestellt werden. Die Ammoniumstartgehalte liegen bei allen drei Varianten
nah beieinander, wohingegen die Nitratstartgehalte bei der Glllevariante tendenziell unter de-
nen der mit mineralischen Nahrstoffen versetzen Varianten liegen. Bei beiden Wasserlinsen-
arten ist eine tendenzielle Ammoniumabnahme bei den Varianten Gulle und N-Medium zu
erkennen, innerhalb der Gllle+Diinger-Variante ist keine tendenzielle Abnahme Uber die ein-
wdchige Kultivierung zu erkennen. In der Gille+Dunger- und der N-Medium-Variante sind ten-
denzielle Abnahmen im Nitratgehalt Uber den Versuchszeitraum erkennbar. Bei der Variante
Gllle ist hingegen nur eine tendenzielle Abnahme bei W. hyalina zu verzeichnen.

Die weitere Analyse der Nahrlosung ergab tendenziell geringere Natriumgehalte im N-Medium
im Vergleich zu den Glllevarianten. Zudem koénnen tendenziell geringere Gehalte der Nahr-
stoffe Zink, Mangan, Magnesium, Schwefel, Kalium und Phosphor in der Glllevariante im Ver-
gleich zu den anderen beiden Varianten (mit mineralischen Dingern versetzt) festgestellt wer-

den.
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Abbildung 24: Ammonium-N- bzw. Nitrat-N-Gehalte (mg-I"') der unterschiedlichen Nahr-
I6sungen fiir die beiden Wasserlinsenarten L. minor und W. hyalina zum Versuchsstart
und nach einwochiger Kultivierung (MittelwertexSD, n=4)

In Tabelle 9 ist das Start Ammonium-Nitrat-Verhaltnis fir alle drei Nahrlésungsvarianten dar-
gestellt. Es ist erkennbar, dass in der Gullevariante das Verhaltnis einen deutlich héheren
Ammoniumgehalt widerspiegelt. Bei den beiden mit mineralischen Duingern hergestellten Va-

rianten ist das Verhaltnis hingegen zum Nitrat verschoben.

Tabelle 9: Ammonium-Nitrat-Verhaltnis innerhalb der einzelnen Nahrlésungsvarianten
fiir die Wasserlinsenarten L. minor und W. hyalina zum Versuchsstart

Ammonium-Nitrat-Verhaltnis

L. minor W. hyalina
Giille 4,7 : 1 46:1
Glulle+Diinger 1:24 1:2,1
N-Medium 1:2,3 1:2,2

Abbildung 25 zeigt die Trockenmassegehalte der beiden Wasserlinsenarten auf den verschie-
denen Nahrlésungen zum Versuchsstart und nach einwéchiger Kultivierung. Der Trockenmas-
segehalt von L. minor ist mit zunehmendem Mineraldingeranteil in der Nahrldsung tendenziell
angestiegen. Der Start-Trockenmassegehalt unterscheidet sich bei der Art L. minor kaum zu
dem Endgehalt, wobei eine tendenzielle Abnahme wahrend des Versuchszeitraumes erkenn-
bar ist. W. hyalina weist im Vergleich zu L. minor tendenziell geringere Trockenmassegehalte
zum Versuchsstart auf. Diese steigen wahrend des Versuchszeitraumes in allen drei Varianten

tendenziell an und ndhern sich zum Versuchsende den Gehalten von L. minor.
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Abbildung 25: Trockenmassegehalt (%) der Wasserlinsenarten L. minor und W. hyalina
auf den unterschiedlichen Nahrlé6sungen zum Versuchsstart und nach einwéchiger Kul-
tivierung (MittelwertexSD, n=4)

Auf Basis der Daten der Trockenmasse wurde fir den einwdchigen Versuchszeitraum die
Wachstumsrate und die Verdoppelungszeit (doubling time, DT) berechnet. Die Ergebnisse
sind fUr beide Arten auf den unterschiedlichen Nahrlésungen in Abbildung 26 und Abbil-
dung 27 zu sehen. Es zeigt sich ein deutlicher Trend in der Zunahme der Wachsturmrate mit
steigendem Anteil an mineralischen Dingern und der gleichzeitigen Abnahme an Dunngulle
in der Nahrlésung ab. Die Wachstumsraten von W. hyalina liegen mit maximal 0,19+0,006 d'

tendenziell Gber deren von L. minor mit maximal 0,15+0,008 d! (Abbildung 26).
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e 0,1
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L. minor W. hyalina L. minor W.hyalina L.minor W. hyalina
Gllle Gllle+Diinger N-Medium
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Abbildung 26: Relative growth rate (RGR, d') der Wasserlinsenarten L. minor und W.
hyalina auf den unterschiedlichen Nahrlésungen nach einwochiger Kultivierung (Mittel-
wertexSD, n=4)
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Die Verdoppelungszeit der beiden Arten, auf den unterschiedlichen Nahrlésungen, verhalt sich
umgekehrt zur RGR. Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Trend in der Abnahme der DT
mit steigendem Anteil an mineralischen Dingern und der gleichzeitigen Abnahme an Dunn-
gulle in der Nahrlésung (Abbildung 27). Die tendenziell schnellsten Verdopplungszeiten koén-
nen fir beide Arten mit durchschnittlich 3,6+0,11 Tagen fur W. hyalina und 4,510,229 Tagen
fur L. minor auf dem N-Medium festgestellt werden. Insgesamt weist W. hyalina tendenziell

schnellere Verdopplungszeiten auf als L. minor.
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Abbildung 27: Verdopplungszeiten (DT, d) der Wasserlinsenarten L. minor und W. hya-
lina auf den unterschiedlichen Nahrlésungen nach einwochiger Kultivierung (Mittel-
wertexSD, n=4)

In Abbildung 28 sind die prozentualen Rohproteingehalte der beiden Wasserlinsenarten fir
alle drei Nahrlosungsvarianten zum Versuchsstart und nach einwochiger Kultivierung abgebil-
det. Fir L. minor zeigen sich die tendenziell hdchsten Rohproteingehalte fur die Gullevariante
und die mit mineralischen Dingern versetzte Gullevariante. Fur W. hyalina weist die Gulleva-
riante die tendenziell héchsten Rohproteingehalte auf. Bei der Kultivierung von L. minor ist der
Rohproteingehalt auf der Gillevariante nach einer Woche tendenziell unverandert und steigt
bei den anderen, mit mineralischen Dlngern versetzen Varianten tendenziell an. Fur die Art
W. hyalina zeigt sich ein tendenzieller Anstieg des Rohproteingehaltes auf den Varianten Gille
und N-Medium. Auf der Variante Glle+Dunger kann eine tendenzielle Abnahme wahrend des
Versuchszeitraumes beobachtet werden. Die Rohproteingehalte von W. hyalina liegen mit
durchschnittlich 47,08+0,49 % auf der Gullevariante tendenziell Gber denen von L. minor mit
41,7910,47 % auf der Gulle+Dlnger-Variante.
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Abbildung 28: Rohproteingehalt (%, bezogen auf die TM) der Wasserlinsenarten L. mi-
nor und W. hyalina auf den unterschiedlichen Nahrlésungen zum Versuchsstart und
nach einwochiger Kultivierung (MittelwertexSD, n=4)

3.1.4.3 Diskussion

Mit Hilfe des Versuches wurde ein mdglicher Einsatz einer Sauendiinngulle bei der Kultivie-
rung der Wasserlinsenarten L. minor und W. hyalina anhand von Wachstumsparametern und
Rohproteingehalten untersucht. Bei der Betrachtung der Wachstumsparameter (RGR und DT)
kann ein deutlicher Trend zwischen den verschiedenen Nahrldsungen erkannt werden. Die
tendenziell héchsten Wachstumsraten und schnellsten Verdopplungszeiten kdnnen auf dem
Referenzmedium (N-Medium, 50%ig) festgestellt werden. Ein zunehmender Anteil an Dinn-
gulle in der Nahrlésung wirkt sich negativ auf das Wachstum aus (Abbildung 26 und Abbil-
dung 27). Die Wachstumsraten von W. hyalina liegen mit maximal 0,19+0,006 d' tendenziell
Uber denen von L. minor mit maximal 0,15+0,008 d-' (Abbildung 26). ZIEGLER et al. (2015)
haben unter sterilen Laborbedingungen bei einer Dauerbelichtung von 100 pmol-m2-s™' und
der Kultivierung auf einem modifizierten Schenk-Hildebrand-Medium eine noch héhere RGR
von 0,420+0,018 d™ fiir den selben L. minor Klon 9441 herausfinden konnen. Allerdings wurde
hier, anders als in der vor liegenden Arbeit, ein hdher konzentriertes Nahrmedium eingesetzt,
welches wochentlich erneuert wurde. Fur W. hyalina 9525 wurde die RGR ebenfalls unter den
gleichen Laborbedingungen erfasst. Wie auch in dem vorliegenden Versuch haben die Unter-
suchungen fiir W. hyalina eine hohere RGR von 0,519+0.055 d' im Vergleich zu L. minor
ergeben (ZIEGLER et al. 2015).
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Der negative Einfluss der Sauendlinngllle auf das Wachstum der beiden Wasserlinsenarten
kann verschiedene Griinde haben. Zum einen sind in der Dinngdlle, verglichen mit dem N-
Medium, teilweise geringere Gehalte an Spurenelementen vorhanden (Tabelle 8). Zum ande-
ren weist die Gulle einen sehr hohen pH-Wert auf, weshalb die Gullevariante zum Versuchs-
start einen pH-Wert von 9,2 erreicht, die Gllle+Dlinger-Variante einen pH-Wert von 8,6 und
die Mineraldiingervariante einen Wert von 6,8. MCLAY (1976) hat ein Optimum des Wachs-
tums bei einem pH-Wert um bzw. unter dem Neutralpunkt sowie eine generelle Abnahme des
Wachstums im alkalischen Bereich fir Wasserlinsen herausgestellt. Der pH-Wert beeinflusst
die L&slichkeit von Phosphat und von bestimmten Spurenelementen (u. a. Zink, Mangan, Ei-
sen) (LANDOLT, KANDELER 1987). Bei pH-Werten um die 9,3 kann Phosphor beispielsweise
mit Calcium ausfallen und ist damit nicht mehr pflanzenverfiigbar (GWAZE und MWALE 2015).
MCLAY (1976) fUhrt an, dass der Einfluss des pH-Wertes auf das Wachstum stark von der
jeweiligen Umgebung abhangt. Deswegen ist es schwierig, Toleranzgrenzen fiir die einzelnen
Arten zu bestimmen, da beispielsweise die Verfligbarkeit von Nahrstoffen oder die Léslichkeit
toxischer Stoffe einen Einfluss auf das Pflanzenwachstum haben kdnnen (MCLAY 1976). Auf-
grund des hohen Ammoniumgehaltes in den Giillevarianten und des hohen Nitratgehaltes in
dem N-Medium ndhern sich die durchschnittlichen pH-Werte der unterschiedlichen Nahrl6-
sungsvarianten mit 7,1 — 7,8 nach einwdchiger Kultivierung an (Abbildung 23). Neben der Ver-
fugbarkeit von Nahrstoffen beeinflusst der pH-Wert das Gleichgewicht von Ammonium zu Am-
moniak. Bei hoheren Stickstoffkonzentrationen ist der Einfluss hoher als bei niedrigen
(CAICEDO et al. 2000). Mit einem steigenden pH-Wert der Nahrlésung nimmt der NH4*-Anteil
ab und der NHs-Anteil steigt an. Dies flhrt dazu, dass bei héheren pH-Werten den Pflanzen
das bevorzugte Ammonium nur noch in geringen Mengen zur Verfigung steht (GWAZE,
MWALE 2015; KORNER et al. 2001). Gleichzeitig entstent mehr freies Ammoniak, welches
bei Konzentrationen > 100 mg NHs-I"" eine toxische Wirkung auf die Wasserlinsen hat (LENG
et al. 1995).

Entgegengesetzt den Wachstumsparametern zeigt sich bei der Betrachtung des Rohprotein-
gehaltes ein positiver Effekt des Gllleeinsatzes. Die tendenziell hdchsten Rohproteingehalte
kénnen fur W. hyalina mit 47,08+0,49 % auf der Gullevariante festgestellt werden und fur L.
minor mit 41,7910,47 % auf der Gulle+Diinger-Variante. Ein Grund fir die erhéhten Rohpro-
teingehalte in den Gullevarianten kann der erhéhte Ammoniumgehalt im Vergleich zum Nitrat-
gehalt sein. Wasserlinsen bevorzugen bei der Stickstoffaufnahme Ammonium anstelle von
Nitrat, da Stickstoff in der Ammoniumform direkt in Pflanzenprotein umgewandelt wird, anstatt
assimiliert und anschlie®end reduziert zu werden, wie es bei Nitrat der Fall ist (EL-SHAFAI et
al. 2007). Auch in friheren Untersuchungen konnte der Rohproteingehalt durch einen héheren

Ammoniumgehalt zum Teil gesteigert werden (PETERSEN et al. 2021). Insgesamt weist W.
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hyalina tendenziell hdhere Rohproteingehalte auf als L. minor. Da dies auch in anderen Un-
tersuchungen festgestellt wurde, scheint dies artspezifisch zu sein (PETERSEN et al. 2021;
APPENROTH et al. 2017).

Bei dem durchgefiuhrten Versuch handelt es sich um einen ersten Einsatz der Dunngulle in
der Wasserlinsenkultivierung am Standort Haste. Um den Einsatz der Dinngille zu verbes-
sern, gilt es in Zukunft den pH-Wert der eingehenden Diinngtille zu kontrollieren und ggf. her-
abzusetzen. Zudem mussen alle wachstumsrelevanten Nahrstoffe kontrolliert und ggf. erganzt
werden, ahnlich wie bei der Gulle+Dulnger-Variante. Positiv hervorzuheben ist der Einfluss der

Dinngulle auf den Rohproteingehalt.

3.2  Wasserlinsen als Futtermittel-Alternative zu importierten Sojaextraktionsschrot
3.2.1 Versuche zur In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins

Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss verschiedener Umweltfaktoren wahrend der Was-
serlinsenkultivierung auf den Gehalt an fermentldsbarem Protein und damit auch auf deren In-

vitro-Verdaulichkeit zu prifen.

3.2.1.1 Material und Methoden

Die Untersuchungen zur Lichtintensitat/-qualitat, zur Temperatur und zu den Strémungsge-
schwindigkeiten wurden nach den unter 3.1.2 beschriebenen Methoden durchgefihrt. Ledig-
lich die Versuche zur Nahrstoffkonzentrationen wurden geringfligig modifiziert. Da in den vor-
hergehenden Versuchen ein Nitrat-Ammonium-Verhaltnis von 75:25 die hochste relative Pro-
teinausbeute bei von L. minor und W. hyalina erzielte, wurden, abweichend von den vorheri-
gen Untersuchungen (siehe 3.1.2.1), drei unterschiedliche nitratreiche Nahrstoffldésungen in
10%iger Verdiinnung gepruft:

[87,5/12,5] =87,5% NO3—N und 12,5 % NH4+-N

[75/25] =75 % NO3—N und 25 % NH4+-N

[62,5/37,5] =62,5% NO3—N und 37,5 % NH4+-N

Die Startbiomasse betrug 20 g fur L. minor und 15 g fur W. hyalina bei jeweils 20 Liter Nahr-
I6sung. Der Rohproteingehalt wurde mit der Verbrennungsmethode nach Dumas ermittelt
(VDLUFA Methodenbuch lll, Methode 4.1.2, 5). Der Gehalt an fermentlésbaren Rohproteins
(FXP) wurde in Anlehnung an die VDLUFA Methode Il 4.2.1 bestimmt. Die In-vitro-Verdaulich-
keit des Rohproteins wurde als Quotient aus fermentlosbarem Rohprotein und Rohprotein be-
rechnet.

Die Daten wurden anhand einer einfaktoriellen Varianzanalyse unter Verwendung des Pro-
gramms SPSS (Version 26.0.0.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA) statistisch ausgewertet. Um

Unterschiede zwischen den Nahrstoffvarianten zu prifen, wurde der LSD-Test herangezogen.
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3.2.1.2 Ergebnisse

Anderungen in den Umweltfaktoren Lichtintensitat/-qualitat, Temperatur und Strémungsge-
schwindigkeiten hatten keinen Einfluss auf den Gehalt an fermentiésbarem Rohprotein und
auf die In-vitro-Verdaulichkeit. Fur die verschiedenen Nahrstofflésungen konnte indessen ein
signifikanter Effekt auf den Rohproteingehalt in der Trockenmasse ermittelt werden (Ta-
belle 10). Bei beiden Wasserlinsenarten fihrte ein Nitrat-N-Ammonium-N-Verhaltnis von
62,5:37,5 zu den héchsten Rohproteingehalten. Die niedrigsten Rohproteingehalte wurden fir
die Nahrlésung [87,5/12,5] ermittelt. Auch der Gehalt an fermentlésbarem Rohprotein war fir
diese Nahrldsung sowohl fur L. minor als auch fur W. Hyalina am geringsten. Zwischen den
Nahrldsungen [75/25] und [62,5/37,5] konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt wer-
den. Gleiches Bild zeigte sich fir die In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins, welche in allen

drei Varianten auf einem hohen Niveau lag.

Tabelle 10: Einfluss von Nahrlésungen (10%ige Verdiinnung) mit unterschiedlichen Nit-
rat-Ammonium-Verhaltnissen auf den Gehalt an Rohprotein und fermentlosbarem Roh-
protein sowie auf die In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins bei L. minor und W. hya-
lina

Nahrlésung 1 2 3
Nitrat-Ammonium-Verhaltnis [87,5/12,5] [75/25] [62,5/37,5]
Lemna minor

XP (% TM) 33,86+0,3742 35,46+0,52° 36,60+0,28 ¢
fXP (% TM) 27,080,352 29,52+0,73° 29,75+0,41°
In-vitro-Verdaulichkeit XP (%) 79,971,042 83,27+2,20° 81,29+1,393
Wolffiella hyalina

XP (% TM) 41,26+0,23° 42,94+0,12° 42,98+0,20°
fXP (% TM) 31,3040,522 33,55+0,48° 33,50+0,45°
In-vitro-Verdaulichkeit XP (%) 75,85+0,862 78,14+1,48° 77,95+1,17°

abe jnnerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Varianten (P < 0,001)

3.2.1.3 Diskussion

Die Rohproteingehalte sind vergleichbar mit denen im ersten Versuch zum Einfluss des Nitrat-
Ammonium-Verhaltnisses. Die dort erérterten Diskussionspunkte kénnen somit auf die vorlie-
genden Ergebnisse Ubertragen werden (siehe Kapitel 3.1.2.1.3).

Die in diesem Versuch ermittelten In-vitro-Verdaulichkeiten entsprechen dem Niveau friherer
Studien. So stellte DEWANJI (1993) beispielsweise flr L. minor (BEUKELAAR et al. 2019)eine
In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins von 77,9 % fest. Andere Autoren dokumentierten mit
62,2 bis 69 % etwas niedrigere Werte (LY, PRESTON 2001, LY et al. 2002). Dabei zeigen die
Untersuchungsergebnisse, dass eine hohe In-vitro-Verdaulichkeit des XP oftmals mit einem
hohen XP-Gehalt einhergeht. Dieser Zusammenhang konnte auch in dem vorliegenden Ver-

such und im Verdaulichkeitsversuch dokumentiert werden (vgl. Kapitel 3.2.3).
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Nach RAVINDRAN, BRYDEN (1999) kann die In-vitro- Verdaulichkeit verwendet werden, um
Proteinquellen hinsichtlich ihrer Verdaulichkeit zu rangieren. Dieses wird auch durch die Ver-
daulichkeitsstudie bestatigt, in der die Rangierung der In-vivo-Verdaulichkeit mit der In-vitro-
Verdaulichkeit unterschiedlicher Wasserlinsenqualitdten Ubereinstimmt. Allerdings ist ein Ver-
gleich von Wasserlinsen und anderen Proteintragern anhand dieses Parameters nur einge-
schrankt moglich. Eine Rolle spielt in diesem Zusammenhang der vergleichsweise hohe Anteil
an NPN-Verbindungen in den Wasserlinsen (19,3 % des XP), welcher in anderen Proteintrager
wie Soja- oder Rapsextraktionsschrot mit 8,5 bzw. 6,5 % NPN im XP deutlich geringer ist
(CHANZANAGH et al. 2019). NPN-Verbindungen sind I6slich und werden daher bei der Be-
stimmung des fermentlésbarem XP miterfasst, kdnnen jedoch mit Ausnahme der freien Ami-
nosauren von Monogastriern nicht fir die Bildung von Leistungsprodukten genutzt werden.
Der Anteil dieser freien Aminosauren in Wasserlinsen ist wiederum gering. ZHANG et al.
(2018) geben ihn mit 0,16 — 2,45 % des Gesamt-Lysins und mit bis zu 0,25 % des Gesamt-
Methionins an.

Abschlieend kann mit dieser Untersuchung gezeigt werden, dass die Optimierung des Nitrat-
Ammonium-Verhaltnisses nicht nur zur einer Erhéhung der Proteingehalte, sondern auch zu

einer verbesserten Proteinqualitat beitragen kann.

3.2.2 Versuche zur qualitatsorientierten Trocknung von Wasserlinsen

Ziel der Untersuchung war es, verschiedene Vortrocknungsmethoden und Trocknungsverfah-
ren auf zuvor definierte Qualitdtsparameter bei Wasserlinsen (Lemna minor) zu prifen und
damit einen Beitrag zur qualitatsorientierten Optimierung der Trocknung von Wasserlinsen zu

leisten.

3.2.2.1 Material und Methoden

Insgesamt wurden zwei Versuchsreihen mit verschiedenen Vortrocknungs- und Trocknungs-
verfahren durchgefihrt. Als Vortrocknungsverfahren wurden das Blanchieren und die Behand-
lung mit gepulsten elektrischen Feldern (PEF, pulsed electric fields) in drei unterschiedlichen
Intensitaten (Tabelle 11) geprift. Die Wirkungsweise besteht darin, entweder durch Hitze
(Blanchieren) oder durch elektrische Spannung (PEF) die Zellmembran und auch die Zell-
wande zu perforieren und so ggf. die Trocknung zu erleichtern. Als Trocknungsmethoden ka-
men die Konvektions- und Vakuumtrocknung zur Anwendung. Versuchsreihe 1 untersuchte
den Einfluss des Blanchierens von Wasserlinsen bei nachfolgender Vakuum- oder Konvekti-
onstrocknung. In Versuchsreihe 2 wurden unterschiedliche Vorbehandlungen (unbehandelt,
blanchiert, PEF 1-1, PEF 15-3, PEF 45-3) in Kombination mit beiden Trocknungsmethoden

gepruft. Im Versuch 1 wurde die Vortrocknungsbehandlung in vierfacher Wiederholung und im
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Versuch 2 in dreifacher Wiederholung geprift. In beiden Versuchsreihen wurden die Proben
nach der Vorbehandlung halbiert und jeweils einer Trocknungsmethode zugefuhrt.

Fiur alle Untersuchungen wurden Reinkulturen der Wasserlinsenspezies Lemna minor aus
dem hochschuleigenen Anbau verwendet. Nach der Ernte wurde zunachst das aufierlich an
den Wasserlinsen anhaftende Wasser mit einem Schleudertrockner Uber eine Dauer von
3 min entfernt (Top Spin Compact Chal-Tec GmbH, Berlin). Anschlielend wurden jeweils

20045 g Pflanzenmaterial zur weiteren Aufbereitung in Nylonstrimpfe gefllt.

Tabelle 11: PEF-Intensitdten und zugehoérige Gerateparameter

Bezeichnung Spezifisc?: II'(‘IJE'IIZI:?ieeintrag l:: Isstg;ff PEF-Zelle'
PEF 1-1 L 1 A
PEF 15-3 15 3 B
PEF 45-3 45 3 B

'Abmessung der PEF-Zellen: A =20 x 30 x 20 cm; B =14 x 11 x 18 cm (L&nge x Breite x Hohe)

Das Blanchieren erfolgte in einem herkdmmlichen Wasserkocher. Die vorbereiteten Proben
wurden fir 1 min in siedendes destilliertes Wasser gegeben und im Anschluss ein weiteres
Mal fur 3 min geschleudert. Fur die PEF-Behandlung wurde eine Versuchsanlage im Labor-
mafstab (PEFPilot™ Version Ill, Elea GmbH, Quakenbriick, Deutschland) verwendet, die die
notwendige elektrische Spannung von 30 kV fiur eine Batch-Anwendung lieferte. Der Ver-
suchsaufbau ist in Abbildung 29 dargestellt. Auch bei diesen Proben wurde das auferlich an-
haftende Wasser nach der Behandlung mit einem Schleudertrockner entfernt. Die Frisch-
masse wurde jeweils vor und nach dem Vortrocknungsverfahren fiir jede einzelne Probe er-
mittelt. Vor der anschlieenden Trocknung wurden alle Proben in einer Messermiihle (Retsch
Grindomix GM 200) zerkleinert. Die Konvektionstrocknung wurde in einem Trockenschrank
bei 105 °C (U40, Memmert, Schwabach, Deutschland) und vollstandig gedffnetem Abluftaus-
lass durchgefiihrt. Hierflr wurden jeweils 2512 g Pflanzenmaterial in Aluminiumtrockenscha-
len (& 8 cm, h = 2,5 cm) eingewogen. Nach 11-stiindiger Trocknung wurden die Proben direkt
in einen Exsikkator Uberfihrt, um auf Raumtemperatur abzukiihlen.

Far die Vakuumtrocknung stand ein Gerat des Herstellers Binder (VD 53, E2.1) zur Verfugung.
Als ProbengefalRe wurden Glaspetrischalen (& 10 cm; h = 1,5 cm) verwendet. Um eine Ver-
gleichbarkeit zwischen den unterschiedlichen Oberflachen der Petrischalen und der Alumini-
umschalen (Konvektionstrocknung) herzustellen, wurde die Einwaage auf 50+2 g erhéht. Vor
der Trocknung wurde der Schrank mit den Proben auf 45 °C vorgewarmt und der Luftdruck
auf 1 mbar gesenkt. Die Trocknungszeit betrug 20 h. Nach dem Trocknungsprozess wurden

die Proben bis zur weiteren Verwendung in einem Exsikkator aufbewahrt.
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Abbildung 29: Apparatur und Ablauf der Applikation von gepulsten elektrischen Feldern

(a) PEF-Applikationsgerét mit geéffnetem Deckel, (b) Ansicht auf die Kathode und Anode, so-
wie die leere kleine Behandlungszelle (Feldstédrke 3 kV-cm), (c) mit Wasser und Probe ge-
fiillte Behandlungszelle, (d) Schleudern inkl. Auffangen des Zentrats und anschlieBende RUick-
waage der behandelten Proben

Die Analytik des Probenmaterials erfolgte jeweils nach der Vorbehandlung (Blanchieren, PEF-
Behandlung) und im Anschluss an die Trocknung. Da sich wahrend der Trocknung neue feste
Strukturen bildeten, mussten die getrockneten, zerkleinerten Wasserlinsen erneut vermahlen
werden. Hierflr wurde eine Analysenmihle (Typ A 10, Fa. Janke & Kunkel IKA Labortechnik)
verwendet. Die Analyse des Pflanzenmaterials erfolgte entsprechend den amtlichen VDLUFA-
Methoden (VDLUFA 2012c): Trockenmassegehalt (TM) nach Methode Il 3.1; Rohproteinge-
halte (XP) nach Methode Ill 4.1.1 und Gehalt an fermentlésbaren Rohproteins (fXP) nach Me-
thode 1114.2.1..

Die Daten wurden mit der Prozedur Mixed in SPSS (Version 26.0.0.0, IBM Corp., Armonk, NY,
USA) statistisch analysiert. Die Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Fir multiple
Mittelwertvergleiche wurde die Bonferroni-Korrektur angewandt. Um den Einfluss verschiede-
ner Trocknungsverfahren zu prifen, wurde der LSD-Test herangezogen. Signifikante Unter-

schiede wurden wie folgt gekennzeichnet: * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,001.

3.2.2.2 Ergebnisse

Abbildung 30 zeigt die Trockenmassengehalte von Lemna minor beider Versuchsreihen nach
den unterschiedlichen Vortrocknungsmethoden. Im unbehandelten Probenmaterial variierten
die Trockenmassegehalte und lagen bei 81,4 g-kg™ (Kontrolle 1) bzw. 110,8 g-kg™" (Kon-
trolle 2). In beiden Versuchsreihen fiihrte das Blanchieren zu einem signifikanten Anstieg der
Trockenmasse im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Der hochste Trockenmassegehalt

wurde dabei mit 133 g-kg™' in Versuchsreihe 2 erzielt. Auch die PEF-Behandlung fiihrte zu

57



einem signifikanten Anstieg der Trockenmassegehalte. Die verschiedenen Energieeintrage

zeigten jedoch keinen Unterschied.

dry matter content (g/kg BM)

20 +

Control | Blanched Control | Blanched l PEF1-1 I PEF15-3 | PEF 45-3

Trial1 Trial 2

Abbildung 30: Trockenmassegehalte (g-kg™) in der Biomasse (BM) von Lemna minor
bei verschiedenen Vortrocknungsbehandlungen und in den unbehandelten Kontroll-
proben der Versuchsreihen 1 und 2

(a,b,c kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Versuchsreihe; p < 0,01 mit
Bonferroni-Korrektur)

Alle Vortrocknungsverfahren flhrten zu einer signifikanten Abnahme der Trockenmasseaus-
beute (Abbildung 31). Auch die Rohproteinausbeute wurde durch die Vorbehandlung, mit Aus-
nahme der PEF-1-1-Behandlung, signifikant reduziert. Zwischen den Behandlungen PEF 15-
3 und PEF 45-3, die unterschiedliche spezifische Energieeintrage aufwiesen, wurde indessen
kein Unterschied in der Ausbeute von Trockenmasse oder Rohprotein festgestellt. Beim Blan-
chieren unterschieden sich die Ergebnisse zwischen Versuchsreihe 1 und 2 signifikant vonei-
nander. In beiden Versuchen wurden beim Blanchieren die jeweils niedrigsten Werte ermittelt
(73,9 bzw. 87,7 % XP und 79,9 bzw. 88,0 % TM; Versuch 1 bzw. Versuch 2).

Analog zu den unterschiedlichen Rohproteingehalten im Ausgangsmaterial beider Versuche
(24,8 und 19,1 g-kg-1 Frischmasse) wichen auch die Gehalte in den getrockneten Wasserlin-
sen ohne Vorbehandlung (Kontrolle 1 bzw. 2) stark voneinander ab (291 und 171 g-kg-1 TM).
Dabei hatte die Trocknungsmethode in beiden Versuchsreihen einen signifikanten Effekt auf
den Rohproteingehalt der Kontrollproben. In Versuch 1 wurden bei konvektiver Trocknung sig-
nifikant héhere Rohproteingehalte im Probenmaterial ermittelt. Im Versuch 2 wurden gegen-
satzliche Ergebnisse erzielt, und die Vakuumtrocknung bei 40 °C flhrte zu héheren Werten.
Bei allen anderen Proben mit unterschiedlicher Vorbehandlung hatte die Trocknungsmethode
keinen Einfluss auf den Rohproteinhalt. In beiden Versuchsreihen reduzierte das Blanchieren

die Rohproteingehalte signifikant gegentber der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 32).
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Abbildung 31: Ausbeute an Rohprotein(O) und Trockenmasse (O) in der Biomasse
(BM) von Lemna minor (% wiw) bei verschiedenen Vortrocknungsbehandlungen und

in den unbehandelten Kontrollproben der Versuchsreihen 1 und 2

(a,b,c kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Versuchsreihe mit p < 0,01;
***kennzeichnen signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsreihen mit Bonferroni-Kor-
rektur)
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Abbildung 32: Rohproteingehalt in der Biomasse von Lemna minor nach verschiede-
nen Vortrocknungs- und Trocknungsbehandlungen in Versuchsreihe 1 und 2

(3: Vakuumtrocknung bei 40 °C; O: Konvektionstrocknung bei 105 °C; a,b,c kennzeichnen sig-
nifikante Unterschiede innerhalb einer Versuchsreihe fiir den Hauptfaktor Vortrocknungsbe-
handlung; p < 0,01 mit Bonferroni-Korrektur;** kennzeichnen signifikante Unterschiede zwi-
schen den Trocknungsmethoden innerhalb der jeweiligen Vortrocknungsbehandlung mit LSD-
Test)

In allen Proben (unbehandelt, behandelt) wurden bei einer Trocknungstemperatur von 105 °C
geringere In-vitro-Verdaulichkeiten ermittelt als bei der niedriger temperierten Vakuumtrock-

nung (Abbildung 33). Lediglich fur das blanchierte Probenmaterial in Versuch 1 konnte kein
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signifikanter Effekt der Trocknungsmethode festgestellt werden. Wahrend die PEF-Behand-
lungen in Kombination mit der Vakuumtrocknung keine Unterschiede in der In-vitro-Verdau-
lichkeit hervorbrachten, wurde bei konvektiver Trocknung und PEF 45-3 die In-vitro-Verdau-
lichkeit gegenuber PEF 1-1 signifikant erhéht (81,9 vs. 72,5 %). Letzteres Ergebnis stellte
auch den niedrigsten Wert in beiden Versuchen dar. Die hochste In-vitro-Verdaulichkeit des
Rohproteins wurde flr die blanchierten, vakuumgetrockneten Wasserlinsen in Versuch 2 fest-

gestellt.
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Abbildung 33: In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins in der Biomasse von Lemna mi-
nor nach verschiedenen Vortrocknungs- und Trocknungsbehandlungen in den Ver-
suchsreihen 1 und 2

(O: Vakuumtrocknung bei 40 °C; O: Konvektionstrocknung bei 105 °C; a,b,c kennzeichnen sig-
nifikante Unterschiede innerhalb einer Versuchsreihe fiir den Hauptfaktor Vortrocknungsbe-
handlung; p < 0,01 mit Bonferroni-Korrektur;* kennzeichnen signifikante Unterschiede zwi-
schen den Trocknungsmethoden innerhalb der jeweiligen Vortrocknungsbehandlung mit LSD-
Test)

3.2.2.3 Diskussion

Far alle Vortrocknungsverfahren konnte ein signifikant negativer Einfluss auf den Rohprotein-
gehalt in der Trockenmasse beobachtet werden. Dieses Ergebnis lie sich augenscheinlich
durch die Tribung des nach der Vorbehandlung aufgefangenen Zentrats bestatigen. Offenbar
war es sowohl durch das Blanchieren als auch durch die PEF-Behandlung zu einer erwar-
tungsgemalen Zerstdrung von Zellstrukturen gekommen (LEWICKI 2006; TOEPFL et al.
2014) und infolgedessen zu einem Verlust von Inhaltsstoffen u. a. von Protein. Die Hohe der

Verluste kann zudem mit der angewandten Methodik in Zusammenhang gebracht werden. So
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war im Rahmen der Vorbehandlung jeweils ein Wiederbefeuchten der Proben und eine an-
schlieRende Entfernung des Wassers im Schleudertrockner notwendig. Die wahrend des
Schleudergangs auf das Produkt einwirkenden Zentrifugalkrafte kbnnen ebenso stark wie die
Vorbehandlung selbst zum Verlust von Inhaltsstoffen gefiihrt haben. Entsprechend stellten
auch LAWSON et al. (1974) bei der Anwendung mechanischer Trocknungsverfahren bei Was-

serlinsen einen Verlust von Proteinen Uber den Presssaft fest.

Fir die Haupttrocknungsmethoden (Konvektions-, Vakuumtrocknung) konnte kein eindeutiger
Effekt auf den Rohproteingehalt ermittelt werden. In Versuch 1 fuhrte die Konvektionstrock-
nung zu einem signifikant héheren Rohproteingehalt, in Versuch 2 die Vakuumtrocknung. Eine
Rolle kénnen in diesem Zusammenhang verschiedene Qualitaten des Ausgangsmaterials so-
wie unterschiedliche Zeitspannen zwischen Ernte und Trocknung und damit einhergehende
Produktveranderungen gespielt haben.

Im Hinblick auf die Rohproteinqualitat konnte indessen ein Einfluss des Trocknungsverfahrens
nachgewiesen werden. Bei hoherer Temperatureinwirkung wurden geringere Gehalte des fer-
mentldsbaren Rohproteins und eine entsprechend reduzierte In-vitro-Verdaulichkeit ermittelt.
Auch REID (2004) untersuchte unterschiedliche Trocknungsverfahren bei Wasserlinsen
(Trocknung im Trockenschrank [55 °C, 48 h], Solar- und Gefriertrocknung) und stellte einen
Einfluss auf die Proteinfraktionen im getrockneten Pflanzenmaterial fest. In Anlehnung an eine
Proteinfraktionierung nach LICITRA et al. (1996) konnten nach der Trocknung im Trocken-
schrank signifikant geringere Gehalte an pufferlslichem Protein (B1) und héhere Gehalte der
Fraktionen B2 und B3 in den Wasserlinsenproben nachgewiesen werden. Ahnliche Ergeb-
nisse erzielten CHANTIRATI, CHUMPAWADE (2011), die bei kurzfristiger Hitzeeinwirkung
(150 °C, 2 — 8 min) eine Abnahme an schnell I6slichem Protein in mehlférmigen Pflanzenma-
terial von Wolffia globosa L. ermitteln konnten. Insbesondere bei der Trocknung proteinhaltiger
Futtermittel kommen der Temperatur und der Dauer der Erhitzung eine wesentliche Bedeu-
tung zu, da mit zunehmender Hitzeeinwirkung die Proteinloslichkeit abnimmt bzw. Denaturie-
rungseffekte zunehmen. Eine der auftretenden chemischen Reaktionen ist die Maillard-Reak-
tion, bei der sich aus Aminosauren und Kohlenhydraten Produkte bilden, die enzymatisch nicht
mehr spaltbar sind (KIRCHGESSNER et al. 2014).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass weitere Untersuchungen zur Trocknung von Was-
serlinsen erforderlich sind. Da vermutet wird, dass die stoffliche Zusammensetzung des Aus-
gangsmaterials einen nicht unerheblichen Einfluss auf den Trocknungsprozess hat, kommt der
standardisierten Erzeugung von Wasserlinsen auch in diesem Zusammenhang eine grof3e
Bedeutung zu. Weiterer Forschungsbedarf besteht vor allem hinsichtlich der wahrend der

Trocknung auftretenden Rohproteinverluste und ihrer ernahrungsphysiologischen Bedeutung.
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3.2.3 Fitterungsversuch bei Masthahnchen

Ziel der Untersuchung war es, die Wirkung unterschiedlicher Wasserlinsenqualitaten auf die
Verdaulichkeit von Rohprotein, Aminosauren und Phosphor sowie auf die Tierleistung von
Masthahnchen zu prifen und damit einen Beitrag zur ernahrungsphysiologischen Bewertung

von Wasserlinsen als Proteinfuttermittel in der Gefllgelfitterung zu leisten.

3.2.3.1 Material und Methoden

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden in der Forschungseinrichtung der Techni-
schen Hochschule Bingen durchgefiihrt und zuvor vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-
Pfalz genehmigt (Zulassungsnummer: G 18-20-021). Fir die Untersuchung standen
108 mannliche Eintagskiken der Genetik Ross 308 zur Verfligung. Diese erhielten Gber die
ersten 17 Tage ein handelsubliches Starterfutter. Am 18. Tag wurden die Tiere in Einzelkafige
verbracht. Es folgte eine 3-tagige Adaptionsphase, um die Tiere an ein pelletiertes Basalfutter
zu gewodhnen (Tabelle 12), bevor diese am 21. Tag zufallig auf sechs Fltterungsgruppen ver-
teilt wurden. In den Rationen der Versuchsgruppen A50, B50, C25, C50 und C75 wurde das
basale Futter zu unterschiedlichen Anteilen durch Wasserlinsen verschiedener Qualitaten er-
setzt (Tabelle 13 und 14). Als unverdaulicher Marker wurde allen Rationen zusatzlich Titandi-
oxid (5 g-kg™ Futter) beigemischt. Wahrend der gesamten Versuchszeit hatten die Masthahn-
chen freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Klimatisierung und die Beleuchtung erfolgten
gemalf den gangigen Empfehlungen.

Zu Beginn und am Ende der 6-tdgigen Versuchsperiode fand jeweils eine Einzeltierwagung
und eine Futterrickwaage zur Ermittlung von Lebendmasseentwicklung und Futteraufnahme
statt. Fur die Probengewinnung wurden die Tiere am 27. Tag betdubt und unblutig mittels Ge-
nickbruch getotet. Der Darminhalt wurde aus einem Abschnitt zwischen Meckel’schem Diver-
tikel und 4 cm vor der lleo-Caecal-Klappe nach standardisierter Methode entnommen. Die
Chymusproben wurden gefriergetrocknet, zu Poolproben (vier je Fltterungsgruppe) vermengt
und fur die anschlielende Analyse vermahlen.

Die eingesetzten Wasserlinsenchargen und Futtermittel wurden auf Trockenmasse, Rohnahr-
stoffe, Aminosauren, Calcium, Phosphor und TiO; analysiert. Zudem wurden der Gehalt an
fermentlésbarem Rohprotein und an antinutritiven Substanzen (Trypsin-Inhibitoren, Tannine,
Phytat) in den Wasserlinsenchargen bestimmt. Die Chymusproben wurden hinsichtlich der
Parameter Aminosauren, Stickstoff, Phosphor und TiO untersucht. Zudem erfolgte eine Be-

stimmung der Trockenmasse- und Rohaschegehalte in den Kotproben.
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Basalfutters

Komponenten Anteile in der Ration (g-kg™)
Mais 433,5
Weizen 150,0
Sojaextraktionsschrot (46 % XP) 261,0
Rapsextraktionsschrot 60,0
Pflanzenfett (GVO-frei) 59,5
Calciumcarbonat 12,3
L-Lysin (78%) 3,0
L-Threonin 0,9
L-Methionin 2,6
Monocalcium-Phosphat 9,0
NaHCOs;+NaCl 3,0
Vormischung* 5,2

* je kg Vormischung:

Vitamin A (3a672a) 10000 IE, Vitamin D3 (3a671) 4000 IE, Vitamin E (all-rac-alpha-Tocopherylacetat) (3a700) 38
IE, Selen (3b801, Na-Selenit) 0,34 mg, Kupfer (3b405, Kupfer-(ll)-sulfat, Pentahydrat) 6,5 mg, Kupfer (3b4.10,
Methionin-Kupferchelat, Hydrat) 8,3 mg, Zink (3b603, Zinkoxid) 31,2 mg, Zink(3b6.10, Methionin- Zinkchelat, Hyd-
rat) 34,6 mg, Mangan (3b502, Mangan-(ll)-oxid) 2,8 mg, Mangan (3b5.10, Methionin- Manganchelat, Hydrat) 34,6
mg, Eisen (3b103, Eisen-(ll)-sulfat, Monohydrat) 76,6 mg, lod (3b202, Calciumjodat) 1,1 mg, Calciumsalz des

Hydroxyanalogs von Methionin 2,23 g

6-Phytase EC 3.1.3.26 (Quantum Blue) (4a19) 260 FTU, Endo-1,4-Beta-Xylanase EC 3.2.1.8 (4a15) 610 U, Endo

1,3 (4)-B-Glucanase EC 3.2.1.6 (4al5) 76 U
Butylhydroxytoluol (E321) 60,8 mg, Sepiolith (E562) 0,3 mg

Tabelle 13: Zusammensetzung und wertbestimmende Inhaltsstoffe der Futtermischun-

gen (g-kg™; sofern nicht anders angegeben)

Versuchsgruppen A50 B50 C25 C50 C75 D
Charge A ' 500

Lemna minuta, Lemna minor

(8;21%%212 polyrhiza 500

Egsqrr?ae o%scura 250 500 750

Basalfutter 500 500 750 500 250 1000
TiO2 5 5 5 5 5 5
Analysierte Nahrstoffgehalte:

Trockenmasse 921 893 901 911 922 890
Rohasche 99,5 117 57,2 56,7 56,2 58,2
Rohprotein 181 215 232 277 322 188
Phosphor 7,50 5,72 5,81 5,66 5,50 6,02
Calcium 14,2 18,9 9,80 10,6 11,3 9,10
Rohfett 58,5 54,9 81,9 76,3 70,7 87,7
Rohfaser 78,6 711 56,0 78,1 100,2 34,3
AMEn (MJ/kg) 9,50 9,35 11,9 10,9 9,87 12,9
Calcium-Phosphor-Verhaltnis 1,91 3,30 1,69 1,86 2,05 1,52
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Tabelle 14: Nahrstoffgehalte von getrockneten Wasserlinsenchargen unterschiedlicher
Arten (g-kg™; sofern nicht anders angegeben)

Charge A B (o
Art Lemna mmflta’ Spirodela polyrhiza Lemna obscura
Lemna minor
Trockenmasse 953 897 934
Rohprotein 175 246 370
Rohfett 29,5 22,4 65,4
Starke 140 81 59
Zucker * 1,7 *
Rohfaser 124 109 123
Neutral-Detergenzien-Faser 421 275 294
Séaure-Detergenzien-Faser 200 234 186
Saure-Detergenzien-Lignin 30,5 56,5 29,0
Rohasche 142 177 56,0
AMEN 6,25 5,90 8,92
Fermentl6sbares Rohprotein 109 168 291
In-vitro-Verdaulichkeit XP (%) 61,9 68,3 78,6
Methionin 2,26 3,26 7,42
Cystein 1,63 2,45 4,06
Lysin 6,88 10,20 22,87
Threonin 6,14 8,76 15,88
Tryptophan 2,45 3,47 7,54
Arginin 7,58 12,97 22,98
Isoleucin 6,23 8,46 17,05
Leucin 10,94 15,31 31,67
Valin 7,50 11,33 21,24
Histidin 2,33 3,49 7,78
Phenylalanin 7,08 9,76 19,85
Glycin 7,90 10,55 19,51
Serin 6,29 8,78 16,07
Prolin 6,48 8,87 16,90
Alanin 8,57 12,40 21,70
Asparagin 14,51 26,44 32,41
Glutamin 14,90 22,73 37,74
Calcium 19,5 28,8 12,1
Phosphor 9,00 5,55 5,37
Ca-P-Verhaltnis 2,16 5,19 2,25
Phytinphosphor 0,48 0,17 0,43
Phytat 1,72 0,59 1,52
Phytinphosphor (% Gesamt-P) 5,44 3,06 8,01
Tannin* (mg-kg™) 2943 2890 303

*% *% *%

Trypsininhibitor-Aktivitat (mg-g™)
*: unterhalb der Bestimmungsgrenze von 0,1 mg-kg'Frischmasse
**: unterhalb der Bestimmungsgrenze von 0,5 mg-g-'Frischmasse
*: berechnet als Pyrogallol

Die Probenvorbereitung fiir die Bestimmung von Phosphor und Titandioxid erfolgte nach BVL
L 00.00-19/1:2015-06 und DIN EN 13805:2014-12, die anschlieende Analyse nach DIN EN
13805:2014-12. Die Bestimmung der Aminosauregehalte wurde mit den von LLAMES,
FONTAINE (1994) beschriebenen Methoden durchgefihrt. Der Gesamtstickstoffgehalt wurde

mit der Verbrennungsmethode nach Dumas ermittelt. Durch Multiplikation des Stickstoffgehalt-
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es mit dem Faktor 6,25 wurde der Rohproteingehalt der Proben errechnet (AOAC International
2005; Methode 968.06). Trockenmasse, Rohasche, Rohfaser und Rohfett wurden gemaf den
in Verordnung (EG) Nr. 152/2009 beschrieben Methoden analysiert. Weitere Nahrstoffe wur-
den nach den amtlichen Vorschriften zur Futtermitteluntersuchung bestimmt (VDLUFA 2012c):
Fermentlésbares Rohprotein nach Methode 4.2.1, Neutral-Detergenzien-Faser nach Methode
6.5.1; Saure-Detergenzien-Faser nach Methode 6.5.2, Saure-Detergenzien-Lignin nach Me-
thode 6.5.3 und Calcium nach Methode 10.8.2. Die Trypsin-Inhibitor-Aktivitat (TIA) wurde nach
DIN EN ISO 14902:2002-02 und der Gerbstoffgehalt nach der Methode 2.8.18 (PY) des
Europaisches Arzneibuch (2017) analysiert. Die Bestimmung von Inositol-phosphaten erfolgte
gemald ZELLER et al. (2015) mit 0,5 M HCI als Extraktionsmittel.

Der Gehalt an AMEn wurde nach der Formel flr Mischfutter fur Gefligel (WPSA 1984;
JENSEN 1999) geschatzt. Die In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins wurde als Quotient aus
fermentlésbarem Rohprotein und Rohprotein berechnet. Die scheinbare ileale Verdaulichkeit
(apparentileal digestibility, AID) wurde gemaf der Differenzmethode nach NALLE et al. (2010)
und RAVINDRAN et al. (2017) berechnet. Die standardisierte ileale Verdaulichkeit (standar-
dized ileal digestibility, SID) wurde unter Beriicksichtigung der basalen endogenen Verlusten
auf Grundlage einer stickstofffreien Ration gemalk ADEOLA et al. (2016) ermittelt.

Die Daten wurden anhand einer einfaktoriellen Varianzanalyse unter Verwendung des Pro-
gramms SPSS (Version 26.0.0.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA) statistisch ausgewertet.

3.2.3.2 Ergebnisse

Die hochsten taglichen Zunahmen und Lebendgewichte am 27. Versuchstag wurden flr die
Tiere der Versuchsgruppe C25 festgestellt. Ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
(Gruppe D) bestand jedoch nicht. Alle anderen Versuchsvarianten flihrten zu einer signifikant
reduzierten Gewichtsentwicklung. Die geringsten Zunahmen wurden dabei mit 21,6 g pro Tag
fur die Versuchsgruppe C75 dokumentiert. Hinsichtlich der Futteraufnahme unterschieden sich
die Futterungsgruppen A50, B50, C25 und D nicht voneinander. Die Versuchsgruppen C50
und C75 nahmen mit 109,3 g je Tag bzw. 74,9 g je Tag die geringsten Futtermengen auf. Die
Futterverwertung war in den Versuchsgruppen A50 und C75 im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant schlechter. Die beste Futterverwertung innerhalb der Versuchsvarianten zeigten die

Masthahnchen der Gruppe C25. Die Leistungsparameter sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Tabelle 15: Leistungsparameter von Masthdhnchen (21. — 27. Lebenstag) beim Einsatz
unterschiedlicher Wasserlinsenchargen

Fiitterungsgruppe’ A50 B50 C25 C50 C75 D
Charge A B C C C -
n 18 17 18 17 14 17
XP (g-kg™) 181 215 233 277 322 188
LM 21. Tag (g) 1186120 1192420 1180+19 1191 20 1188122 1195121
LM 27. Tag (g) 1587+34° 1665+32° 18481292 1608 +30° 1317+£29° 18211332
21. - 27. Lebenstag
TGZ (g-Tier™" 66,9+3° 78,8+3,4°  111,4+2,62 69,6+3,4° 21,642,4°  104,343,12
FA (g-Tier") 858+30° 880+30° 896+16° 656+15° 449+14° 925+182
FA (g-Tier und Tag™") 143,0+5,00 146,745,028  149,4+2,67  109,3+2,5° 74,9+2,3°  154,2+2,9°
FVW (kg-kg™) 2,16x0,04¢  1,88%0,03% 1,35+0,02¢2  1,61+0,06%®  3,93+0,35¢°  1,49+0,03%°

abed nnerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p < 0,05)
'detaillierte Beschreibung siehe Tabelle 13

Den Tabellen 16 und 17 sind die scheinbare und die standardisierte Rohprotein- und Amino-
saurenverdaulichkeiten fir die verschiedenen Wasserlinsenchargen zu entnehmen. Die Fit-
terungsvarianten C25, C,50 und C75 wiesen im Vergleich zu den Varianten A und B signifikant
hohere Verdaulichkeitswerte flir Rohprotein und die untersuchten Aminosauren auf. Mit Blick
auf die einzelnen Aminosauren wurde fir Cystein in allen Futterungsgruppen die geringste
scheinbare Verdaulichkeit ermittelt. Die Phosphorverdaulichkeit variierte zwischen 50,8 und

78,9 %. Die signifikant hochsten P-Verdaulichkeitswerte wurden fir die Gruppe A festgestellt.

Tabelle 16: Scheinbare ileale Verdaulichkeit (%) von Rohprotein, Aminosauren und
Phosphor fiir die verschiedenen Wasserlinsenchargen

Fiitterungsgruppe’ A50 B50 C25 C50 C75
Charge A B Cc Cc Cc
n* 4 4 4 4 4
XP 34,141,2¢ 55,3+1,5° 79,8+1,52 80,8+0,52 78,0+1,02
Methionin 45,342,1° 65,5+2,0° 87,9+1,12 89,0+0,32 87,0+0,52
Cystein -7,0+3,5° 27,5+3,2° 73,2+1,92 76,1+0,92 75,2+1,32
Met + Cys 23,242,1° 48,6+2,3° 82,7+1,42 84,3+0,42 82,6+0,82
Lysin 45,7+1,7° 64,0+2,0° 91,0+1,32 91,5+0,42 89,5+0,72
Threonin 35,2+2,0° 55,2+2,0° 82,1+1,62 83,8+0,42 81,7+0,92
Tryptophan 32,0+2,1° 61,0+1,6° 79,5+1,12 82,1+0,42 81,3+0,72
Arginin 55,2+1,9° 72,9+1,3° 90,6+0,52 91,5+0,52 91,0+1,02
Isoleucin 45,0+2,4° 63,4+1,9° 85,8+1,32 87,4+0,42 85,3+0,72
Leucin 48,0+1,9° 65,8+1,7° 88,0+1,12 88,8+0,32 86,7+0,62
Valin 44,142 ,4° 62,0+1,6° 86,1+1,32 87,7+0,42 85,7+0,72
Histidin 28,143,0° 50,1+2,4° 84,9+1,62 86,5+0,62 84,3+0,82
Phenylalanin 47,4+1,9° 66,5+1,5° 87,4+1,12 88,7+0,32 86,8+0,52
Glycin 31,7+1,8° 51,6+1,4° 79,0+1,52 80,6+0,52 78,9+0,72
Serin 29,312,2° 54,6+2,0° 79,2+2,02 80,9+0,32 79,7+0,92
Prolin 24,241,9° 45,1£2,1° 82,1+1,02 84,0+0,42 83,1+0,92
Alanin 48,0+1,8° 64,8+1,5° 86,6+1,42 87,6+0,22 85,0+0,62
Asparagin 43,4+1,7° 67,3+1,6° 85,6+1,42 87,8+0,42 86,0+0,82
Glutamin 31,5+2,5° 54,6+2,0° 86,6+1,42 88,6+0,52 86,1+0,82
AS gesamt 39,2+1,9° 60,3+3,8° 85,2+1,32 86,7+0,42 84,8+0,72
P 78,9+1,22 50,8+1,8° 67,8+2,0° 68,1+2,0° 63,7+1,0°

abed innerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p < 0,01)
*gepoolte Proben jeweils 3 — 4)
'detaillierte Beschreibung siehe Tabelle 13
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Tabelle 17: Standardisierte ileale Verdaulichkeit (%) von Rohprotein und Aminosauren
fur die verschiedenen Wasserlinsenchargen

Fiitterungsgruppe’ A50 B50 C25 C50 C75
Charge A B Cc Cc (o
n* 4 4 4 4 4
XP 40,2+1,2° 59,6+1,5° 82,7+1,52 83,710,52 80,9+1,02
Methionin 49,9+2 1° 68,5+2,0° 89,3%1,12 90,440,32 88,410,52
Cystein 16,9+3,5° 42,5+3,2° 82,6+1,92 85,610,92 84,6+1,32
Met + Cys 35.942,1¢ 56,8+2,3° 86,9+1,42 88,510,42 86,940,82
Lysin 51,141,7¢ 67,4+2,0° 92,5+1,32 93,140,42 91,140,72
Threonin 44,6+2,0° 61,4+2,0° 85,7+1,62 87,310,42 85,340,92
Tryptophan 35,542,1¢ 63,3+1,6° 80,6+1,12 83,240,42 82,410,72
Arginin 60,1+1,9¢ 75,6+1,3° 92,240,52 93,140,52 92,6+1,02
Isoleucin 50,742,4° 67,3+1,9° 87,8+1,32 89,410,42 87,310,72
Leucin 52,9+1,9¢ 69,1+1,7° 89,7+1,12 90,410,32 88,410,62
Valin 50,542,4°¢ 66,0+1,6° 88,4+1,32 89,940,42 87,940,72
Histidin 35,543,0° 54,742 4° 87,1%1,62 88,710,62 86,410.82
Phenylalanin 52,4+1,9¢ 69,9+1,5° 89,1%1,12 90,440,32 88,510,52
Glycin 37,441,8° 55,6+1,4° 81,3%1,52 82,940,52 81,140,728
Serin 37,842,2¢ 60,3+2,0° 82,5+2,02 84,240,32 82,940,92
Prolin 31,541,9¢ 50,2+2,1° 84,8+1,02 86,810,42 85,940,92
Alanin 52,3+1,8° 67,6+1,5° 88,3%1,42 89,240,22 8,.610,62
Asparagin 48,2+1,7° 69,8+1,6° 87,7+1,42 89,940,42 88,110,82
Glutamin 37,842,5¢ 58,5+2,0° 89,0+1,42 91,040,52 88,610,82
AS gesamt 45,2+1,9° 64,1+1,7° 87,4+1,32 88,940,42 87,040,72

abed jnnerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (P < 0,01)
*gepoolte Proben jeweils 3 — 4)
'detaillierte Beschreibung siehe Tabelle 13

Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse der Kot-Trockenmassebestimmung am 26. Versuchstag.
Fuar alle Versuchsvarianten, ausgenommen Variante C25, konnten signifikant geringere Tro-
ckenmassegehalte im Vergleich zur Kontrolle ermittelt werden. Die Kotproben der Gruppe C75

wiesen mit 11 % die geringsten Trockenmassegehalte auf.
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error bars: +/- 1 SD

Abbildung 34: Trockenmassegehalt der Kotproben am 26. Lebenstag (n = 6)
a,b,c,d kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen; p < 0,01
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3.2.3.3 Diskussion

Néhrstoffgehalte

Die Rohproteingehalte der Wasserlinsenchargen variierten zwischen 184 und 396 g-kg™' TM.
Ahnliche Werte wurden auch in Untersuchungen von STADTLANDER et al. (2019) und
KHANUM et al. (2005) in Wasserlinsen nachgewiesen. Die héchsten Gehalte wurden flr die
Charge C (Lemna obscura) festgestellt, welche auch ein glinstiges Aminosaureverhaltnis auf-
wies. Da der Proteinbedarf beim Geflligel, wie bei allen Monogastriern, einen Bedarf an Ami-
nosauren beinhaltet, ist neben dem Proteingehalt das Aminosaduremuster fir die Bewertung
von Futtermitteln relevant. Fir Geflugel, welches sich im Wachstum befindet, ist das schwe-
felhaltige Methionin die erstlimitierende Aminosaure (RAVINDRAN, BRYDEN 1999). Die Me-
thioningehalte sind in der Charge C mit 2 g je 100 g Rohprotein héher als in den Chargen A
und B und Ubertreffen auch die in Sojaextraktionsschrot nachgewiesenen Methioningehalte
(SAUVANT et al. 2004). Der Lysingehalt liegt mit einem Anteil von 6,2 % im Gesamtprotein
ebenfalls Uber den Gehalten verschiedener anderer Proteinfuttermittel (SAUVANT et al. 2004).
Im Rahmen einer proteinreduzierten Fitterung kann somit der Einsatz von Wasserlinsen als
Rationskomponente den Bedarf an synthetischen Aminosauren verringern. Die geringeren
Aminosauregehalte in den Chargen A und B weisen jedoch darauf hin, dass die Wasserlin-

senart und die Qualitat der Charge bei der Rationsgestaltung zu berticksichtigen sind.

Leistungsparameter

Insgesamt nahm die Futteraufnahme der Tiere mit zunehmenden Anteilen an Wasserlinsen in
der Ration ab. Analog dazu fielen auch die Lebendgewichte in den Versuchsgruppen signifi-
kant niedriger aus als bei der Kontrolle. Lediglich fur die Futterungsvariante mit dem niedrigs-
ten Wasserlinsenanteil (250 g-kg™') wurde kein signifikanter Unterschied zu den Kontrolltieren
festgestellt. Diese Resultate decken sich mit den Erkenntnissen friherer Untersuchungen, die
negative Effekte auf die Wachstumsparameter bei steigenden Einsatzraten in der Masthahn-
chenfutterung beschreiben (KUSINA et al. 1999; KABIR et al. 2005). Allerdings muss bei der
Interpretation der erfassten Leistungsparameter berlcksichtigt werden, dass die Versuchs-
dauer auf sechs Tage begrenzt war und somit auch die Aussagefahigkeit hinsichtlich der Ein-
flisse auf das Wachstum limitiert ist. Die Leistungsdaten kdnnen daher nur als ergdnzende
Angaben angesehen werden. Hinzu kommt, dass der Austausch des Basalfutters durch Was-
serlinsen ohne weitere Optimierung der Nahrstoffversorgung erfolgte. Die Futtermischungen
wiesen daher zum Teil erhebliche Unterschiede in den Nahrstoffgehalten auf (Tabelle 13).
Wenn davon ausgegangen wird, dass die Futteraufnahme beim Gefligel von der Energie-
dichte der Ration mitbestimmt wird (BELLOF et al. 2005), hatte die Futteraufnahme in den

Versuchsgruppen ansteigen missen. Da die Versuchstiere aber dennoch weniger Futter auf-
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nahmen, missen andere Faktoren wie z. B. antinutritive Substanzen den Verzehr negativ be-
einflusst haben. Weitere Untersuchungen zum Einsatz von Wasserlinsen als Komponente in
isoenergetischen und isonitrogenen Rationen Uber einen langeren Versuchszeitraum sind so-

mit erforderlich.

Protein- und Aminoséurenverdaulichkeit

Die Ergebnisse zur In-vitro-Verdaulichkeit des Rohproteins variierten zwischen den einzelnen
Chargen und entsprechen mit Werten zwischen 62,9 — 78,6 % einem Bereich, der auch in
friheren Studien ermittelt wurde ( DEWANUJI 1993; LY, PRESTON 2001; LY et al. 2002). Die
in vitro festgestellte Rangierung der Wasserlinsenchargen hinsichtlich ihrer Verdaulichkeit
konnte in den Untersuchungen am lebenden Tier bestatigt werden. Die hochsten Verdaulich-
keitswerte fur die einzelnen Aminosauren wies die Charge C auf. Die Verdaulichkeitswerte
sind mit denen von Sojaextraktionsschrot (Lys 90,7; Met 92,3; Cys 85,4 % SID; ADEDOKUN
et al. 2014) oder der Mikroalge Spirulina platensis (Lys 81,2; Met 82,4; Cys 77,8 % SID;
TAVERNARI et al. 2018) vergleichbar und liegen tUber denen von Rapsextraktionsschrot (Lys
76,9; Met 81,9; Cys 77,0 % SID; KIM et al. 2012). Vergleichbare Daten zur Verdaulichkeit von
Wasserlinsen bei Masthahnchen existieren in der aktuellen Literatur nicht. Im Vergleich zu den
Chargen A und B, deren Aminosaurenverdaulichkeit signifikant geringer war, enthielt Charge
C deutlich weniger Tannine (Tabelle 14). Der Gehalt liegt auch unterhalb der bisher in Was-
serlinsen nachgewiesenen Konzentrationen von 667 bis 6588 mg-kg'TM (ausgedriickt als Py-
rogallol; KALITA et al. 2007 und NEGESSE et al. 2009). Tannine haben die Fahigkeit, einen
Komplex mit Proteinen durch Wasserstoffbindung und kovalente Bindungen zu bilden. Dies
fuhrt zur Prazipitation von Proteinen, so dass sie flir die Absorption nicht verfigbar sind
(TEUSCHER et al. 2020). Es liegt daher nahe, dass der Tanningehalt in den Wasserlinsen mit
der Verdaulichkeit korreliert ist. Die Verdaulichkeit des EiweilRes aus pflanzlichen Quellen
hangt zudem eng von der Bindung der Proteine an Zellwandbestandteile ab (THEANDER et
al. 1989). In diesem Zusammenhang sind auch die Faserfraktionen (NDF, ADF, ADL) in den
Wasserlinsen zu betrachten. Sie wiesen ebenfalls grofe Varianzen auf und kénnen einen Ein-

fluss auf die Verdaulichkeit haben, welcher zu priifen bleibt.

Phosphorverdaulichkeit

Analog zur Protein- und Aminosaurenverdaulichkeit haben bislang keine Untersuchungen mit
Wasserlinsen zur Bestimmung der Phosphorverdaulichkeit bei Masthahnchen stattgefunden.
Die Phosphorverdaulichkeit der Chargen wies erhebliche Variationen auf. Die geringste Phos-
phorverdaulichkeit wurde fur die Ration der Charge B festgestellt. Einen mafRgeblichen Ein-

fluss auf die Verdaulichkeit des Phosphors hat der Anteil an Phytinsaure gebundenem Phos-
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phor in den Rationskomponenten. Da monogastrischen Tieren das fur die Hydrolyse von Phy-
tin notwendige Enzym Phytase fehlt bzw. es nur mit sehr geringer Aktivitat vorhanden ist
(LOPEZ et al. 2000), kann Phytinphosphor zunachst als unverdaulich betrachtet werden. In
Getreide oder Eiweil¥futtermitteln liegt etwa zwei Drittel des Phosphors als Phytinphosphor vor
(EECKHOUT, PAEPE 1994). Die Anteile an Phytinphosphor in den untersuchten Wasserlin-
senchargen fielen deutlich geringer aus und waren in der Charge B am geringsten, so dass
die reduzierte P-Verdaulichkeit der Charge B hiermit nicht zu erklaren ist. Eine Rolle kdnnte
indessen das Calcium-Phosphor-Verhaltnis spielen, welches deutlich weiter war als in den
Rationen der Chargen A und C. Bereits in friiheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass die
Phosphorverdaulichkeit mit einem weiten Calcium-Phosphor-Verhaltnis  abnimmt
(PLUMSTEAD et al. 2008). Fur die verschiedenen Rationen der Charge C, die sich in den
Wasserlinsenanteilen und auch im Calcium-Phosphor-Verhaltnis voneinander unterschieden,
war allerdings kein Unterschied in der Phosphorverdaulichkeit festzustellen (Tabelle 16). Ins-
gesamt lasst sich daher zum derzeitigem Zeitpunkt nicht konstituieren, welche Faktoren die P-

Verdaulichkeit in Wasserlinsen beeinflussen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Lemna obscura mit einem Anteil von bis zu 25 %
als Proteintrager im Gefligelmastfutter eingesetzt werden kann. Als limitierende Faktoren fir
eine ausreichende Futteraufnahme und Wachstumsleistung sind eine schlechte Schmackhaf-
tigkeit und relativ hohe Fasergehalte zu sehen. Ein Augenmerk ist auch auf den Tanningehalt
zu richten, welcher die Verdaulichkeit von Protein und Aminosauren reduzieren kann. Um eine
bedarfsgerechte Versorgung und einen sicheren Einsatz von Wasserlinsen in der Geflligelfit-

terung gewahrleisten zu kénnen, sind daher standardisierte Produkte erforderlich.

4 Offentlichkeitsarbeit

Durch eine breit aufgestellte Offentlichkeitsarbeit wurden verschiedene Zielgruppen mit der
Wasserlinsenthematik angesprochen. Neben wissenschaftlichen Publikationen in ausgewahl-
ten Fachzeitschriften konnte die Thematik sowohl auf nationaler als auch auf internationaler
Ebene auf ausgewahlten Fachtagungen der wissenschaftlichen Community vorgestellt wer-
den. Besonders hervorzuheben ist hierbei die internationale Duckweed Conference in Israel
im Jahr 2019. Auf der diesjahrigen Konferenz werden erneut Beitrdge zu den Versuchsergeb-
nissen aus dem LemnaProtein-Projekt vorgestellt. Zudem befinden sich derzeit Artikel im Re-

view-Prozess. Weitere Veroffentlichungen, Uber die Projektlaufzeit hinaus, sind geplant.

70



Wissenschaftliche Publikationen (peer-reviewed)

BRAND, T., PETERSEN, F., DEMANN, J., WICHURA, A. (2021): First report on Pythium my-
riotylum as pathogen on duckweed (Lemna minorL.) in hydroponic systems in Germany. Jour-
nal of Cultivated Plants 73, 316-323.

PETERSEN, F., DEMANN, J., RESTEMEYER, D., ULBRICH, A., OLFS, H.-W., WEST-
ENDARP, H., APPENROTH, K.-J. (2021): Influence of the Nitrate-N to Ammonium-N Ratio on
Relative Growth Rate and Crude Protein Content in the Duckweeds Lemna minor and Wolf-
fiella hyalina. Plants 10, 1741.

PETERSEN, F., DEMANN, J., RESTEMEYER, D., OLFS, H.-W., WESTENDARP, H., APPEN-
ROTH, K.-J., ULBRICH, A. (2022): Influence of light intensity and spectrum on duckweed

growth and proteins in a small-scale, re-circulating indoor vertical farm. Plants, accepted.

Wissenschaftliche Publikationen (in Arbeit)

DEMANN, J., PETERSEN, F., DUSEL, G., BOG, M., DEVLAMYNCK, R., ULBRICH, A., OLFS,
H.-W., WESTENDARP, H., WOLF, P. (2022): Nutritional Value of Duckweed as high protein
Feedstuff for Broiler Chickens — Digestibility of Crude Protein, Amino Acids and Phosphorus.

Poultry Science, submitted.

PETERSEN et al. (2022): Re-circulating Indoor Vertical Farm for an automated and standard-

ized duckweed biomass production.

Vortrage

PETERSEN, F., DEMANN, J., RESTEMEYER, D., ULBRICH, A., OLFS, H.-W., WESTEN-
DARP, H., APPENROTH, K.-J. (2019): Kulturbedingungen flr den Intensivanbau von Wasser-
linsen zur Futtermittelherstellung. 48. Osnabrlcker Kontaktstudientage 2019, 09.11.2019.

RESTEMEYER, D.; PETERSEN, F.; VON SALZEN, J.; DARGATZ, T.; DEMANN, J.; EILIG-
MANN, L.; OLFS, H.-W.; WESTENDARP, H.; ULBRICH, A. (2020): LemnaProtein—Projekt:
Wasserlinsenkultursystem in IVF. 49. Osnabriicker Kontaktstudientage 2020, 07.11.2020.

Poster

DEMANN, J., BEHN, H., OLFS, H.-W., ULBRICH, A., WESTENDARP, H. (2018): Wasserlin-
sen als proteinreiches Futtermittel — produziert auf Basis der Giille Dinnphase. 47. Osna-
brucker Kontaktstudientage 2018, 09.11. 2018.

71



PETERSEN, F., DEMANN, J., RESTEMEYER, D., ULBRICH, A., OLFS, H.-W., WESTEN-
DARP, H., APPENROTH, K.-J. (2019): Development of a standardized production process for
duckweed, to be used as a protein rich soybean replacement in animal nutrition. 5th Internati-
onal ICDRA Conference, 09.09 — 12.09.2019, Israel.

Weiteres

DEMANN, J. (2021): Bestimmung der Verdaulichkeit von Protein und Phosphor in Wasserlin-
sen beim Broiler. Vortrag im Modul Rationsgestaltung und Futterungsstrategien: Schweine
und Geflugel, 22.3.2021, Hochschule Osnabrtick.

DEMANN, J., WESTENDARP, H (2019): Wasserlinsen als Futtermittelalternative zu importier-
ten Sojaextraktionsschrot — Qualitdtsmanagement Neue Futtermittel. Vortrag im Modul Quali-

tatsmanagement Futtermittel, 21.05.2019, Hochschule Osnabrick.

PETERSEN, F. (2021): Student Spotlight: Finn Petersen. Duckweed Forum 33, vol 9 (2), 46-
47.

RESTEMEYER, D., PETERSEN, F., DECK, S., ULBRICH, A. (2022): Pflanzenperformance
von Wasserlinsen (Lemnaceae) unter dem Einfluss des Lichtspektrums und der Lichtintensitat.
DH Licht Katalog 2022, DH Licht GmbH.

WESTENDARP, H. (2021): Wasserlinsen. In: Durst, L., Freitag, M., Bellof, G. (Hrsg.) ,Futter-
mittel fUr landwirtschaftliche Nutztiere". Frankfurt am Main: DLG-Verlag, 577-582.

5 Fazit

Mit Hinblick auf eine nachhaltige und ressourcenschonende Nutztierhaltung stellen Wasser-
linsen eine vielversprechende Alternative zu herkdmmlichen Proteinfuttermitteln dar, da sie
nicht nur regional, sondern auch ackerflachenunabhangig erzeugt werden kénnen und ge-
schlossene Nahrstoffkreislaufe ermdglichen. Aus erndhrungsphysiologischer Sicht zeichnen
sich Wasserlinsen insbesondere durch hohe Proteingehalte, ein giinstiges Aminosdurenmus-
ter und einen geringen Anteil an phytatgebundenem Phosphor und hohe Verdaulichkeiten aus.
Die Nahrstoffgehalte der Wasserlinsen unterliegen allerdings starken Schwankungen. Die
Nahrldsung, insbesondere das Ammonium-Nitrat-Verhaltnis, beeinflusst den Rohproteingehalt
der Wasserlinsen signifikant, deshalb kommt diesem Umweltparameter eine entscheidende

Bedeutung zu. Weitere Umweltfaktoren wie die Temperatur, die Stromungsgeschwindigkeit,
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die Lichtqualitat und -intensitat beeinflussen indessen primar die Wachstumsdynamik und so-
mit den Ertrag. Die Einstellung der genannten Umweltparameter und deren kontinuierliche
Uberwachung besitzen daher eine hohe Relevanz fiir einen ertragsstabilen und qualitatsori-
entierten Anbau von Wasserlinsen. Um in Zukunft die gro¥flachige Erzeugung und damit die
Bereitstellung erforderlicher Wasserlinsenmengen zu ermdglichen, ist eine weitere Prozessop-
timierung und Automatisierung notwendig, unter anderem um den Arbeitsaufwand weiter zu
reduzieren. Auch nachfolgende Prozessschritte wie die Trocknung missen mit Hinblick auf
die Qualitatssicherung Bericksichtigung finden.

Insgesamt kdnnen unter standardisierten Produktionsbedingungen Wasserlinsen von hoher
biologischer Wertigkeit erzeugt werden, die eine interessante Rationskomponente, insbeson-
dere auch in einer stark stickstoff- und phosphorreduzierten Fltterung, sein kdnnen. Weitere
Untersuchungen mit standardisierten Produkten zur Etablierung praxisgerechter Futterungs-

konzepte sind erforderlich.
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