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The nitrogen fixing blue-green alga, Anabaena solitaria, was grown in freshwater and in
mixtures of freshwater and seawater. Freshwater and a 5% mixture (95 volumes of freshwater and
5 volumes of seawater) proved to be most suitable: Growth (as expressed by the formation of
chlorophylls; approx. 1.9 ug chlorophyll/ml) was comparatively high. The nitrogen content of the
nutrient medium was increased to 750—760 umol N/I. Upon addition of appropriate amounts of
FeCl;, MnCl,, and Na,MoO,, the nitrogen content reached 1060—1080 xmol N/I, whereas the
chlorophyll formation remained at approximately the same level. Thus Fe, Mn, and Mo appear to
have a stimulating effect on nitrogen excretion by Anabaena solitaria. Under the conditions de-
scribed, this organism may be suitable for the mass production of algae.

Einleitung verschiedene N,-fixierende Blaualgen gleich gut unter
unsterilen Bedingungen ziichten, d.h. ohne daf}
Unterschiede im Wachstum und in der Stickstoff-
Ausscheidung festzustellen waren.

Aus den genannten Griinden konnten N,-fixie-
rende Blaualgen u.U. fiir eine kostensparende
Massenzucht in Frage kommen. Da aber in solch
einem Fall eine kiinstlich zusammengesetzte Nahr-
losung groflere Kosten verursachen wiirde, wurden
Versuche unternommen, N,-fixierende Blaualgen
unter unsterilen Bedingungen in reinem Siuiflwasser
bzw. in Mischungen aus Sif}- und Seewasser zu
ziichten. Das Seewasser sollte dabei einen Teil der
erforderlichen anorganischen Salze liefern.

Die Ausscheidung N-haltiger Verbindungen durch
N,-fixierende Blaualgen ist ein Sekundar-Vorgang.
Der in diesen Verbindungen enthaltene chemisch
gebundene Stickstoff wird durch einen Primar-Vor-
gang, die Fixierung von N, aus der Luft, geliefert.
Diese N,-Fixierung wird durch Zugabe von Fe und
Mo zur Nahrlosung geférdert, weil die beiden Spu-
renelemente zum Aufbau der Proteinkomponenten

N,-fixierende Blaualgen fixieren molekularen
Luftstickstoff 173 und scheiden auBerdem N-haltige
organische Verbindungen wie z.B. Peptide und
andere mehr in die Nihrlosungen aus® !0. Diese
Organismen konnen also in urspriinglich vollig stick-
stoff-freien Ndhrmedien geziichtet werden. Einige
Arten entwickeln dann ein gutes Wachstum und rei-
chern dariiberhinaus die Néhrlosung mit N-haltigen
Verbindungen an. So steigt z. B. bei Ziichtung von
Anabaena cylindrica der Stickstoff-Spiegel der Néhr-
16sung im Verlauf von 3 —4 Wochen von 0 auf etwa
800 umol N/I an und bleibt danach bei noch linge-
rer Ziichtung ziemlich konstant 1.

Trotz des guten Wachstums in solchen Nahr-
medien sind N,-fixierende Blaualgen im allgemeinen
hinsichtlich ihres Nahrungsbedarfs sehr geniigsam.
Sie kommen nicht nur ohne Stickstoffverbindungen
wie z. B. Nitrate, Ammoniumsalze u. d. (s. 0.) aus.
sondern benétigen aufler den {iiblichen anorgani-
schen Ionen keine weiteren Zusidtze wie z.B. Vit-

amine oder anderes mehr. Wie in Vorversuchen (un-
veroffentlicht) von uns geklart wurde, lassen sich
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des N,-bindenden Enzymsystems (Nitrogenase) be-
notigt werden 1> 13, Es sollte in dieser Arbeit des-
halb ebenfalls geklart werden, ob auch die Stickstoff-
Ausscheidung durch Fe, Mo und weitere Spuren-
elemente gefordert wird.
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Material und Methoden

Algen
Anabaena solitaria Kleb. wurde aus einer Brun-
nenwasserprobe isoliert.

Nihrlosungen

Als Siiflwasser diente Leitungswasser der Stadt-
werke Miinchen. Das Seewasser wurde in 50-1-Pla-
stiktanks von der Biologischen Anstalt Helgoland
bezogen. Siif}- und Seewasser wurden nach Volumen
zu einem Gesamtvolumen von 500ml (s. Tabn.
I—V) gemischt. Bei Bedarf wurden die in den Tabn.
IT —V) angegebenen Mengen FeCls-6 HyO, MnCl,-
4 H,0 und Na,MoO,-2 H,0 zugefiigt. Der pH-Wert
der Nahrlosungen betrug 7,4 — 7,8.

Ziichtung der Algen

Jede Ziichtungsreihe wurde in zwei Parallelversu-
chen durchgefiihrt, deren Mittelwerte in den Tabn.
I -V angegeben sind. Die Blaualgen wurden un-
steril bei 23 °C und bei einer Belichtung von 400 Ix
bis zur Erreichung der stationdren Wachstumsphase
geziichtet (26 —28 Tage). Die Kulturen wurden
durch regelmifBiges Schiitteln beliftet. Als Mal} fiir
das Wachstum diente der Gehalt an Chlorophyll pro
ml Algensuspension. Die Chlorophyll-Bestimmung
erfolgte nach der Methode von Arnon!%. Die Be-
leuchtungsstiirke wurde mit einem Uva-Lux Beleuch-
tungsmesser (Fa. Gossen) bestimmt.

Sticksto[f-Bestimmungen

Ca. 15 ml Algensuspension wurden 5 min in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Aus 10,0 ml der
iiberstehenden Losung wurde der Gesamtstickstoff
auf herkémmliche Weise mit einer Mikro-Kjeldahl-
Apparatur bestimmt. Bei Verwendung eines Selen-
Katalysators gentigte eine Aufschlufizeit von 3 Stun-
den.

Resultate und Diskussion

I. Ermittlung des optimalen Mischungsverhiltnisses
von SiB3- und Seewasser

Anabaena solitaria wurde in 500-ml-Kulturen
unter regelméfligem Schiitteln in Stilwasser bzw. in
SiiBwasser-Seewasser-Mischungen (5 —40%) geziich-
tet. Als optimal erwies sich eine 5-prozentige Mi-
schung (s. Tab. I). Bei vergleichsweise gutem Wachs-
tum (1,93 ug Chlorophyll/ml) erreichte der Stick-
stoffgehalt der Néhrlosung nach 28 Tagen 760 xmol
N/I. Beide Werte entsprachen etwa denen, die von
uns bei Ziichtung von Anabaena cylindrica in einer
kiinstlichen Néahrlosung erzielt worden waren (2,5 —

2,8 ug Chlorophyll/ml und 700 — 800 xmol N/I) 11,

P. Pohl u. G. Drath - Stickstoff-Ausscheidung durch N,-fixierende Blaualgen, II

Unter Zugrundelegung des urspriinglich in der
Néhrlosung bereits vorhandenen Stickstoffs (Blind-
wert, ca. 300 1 mol N/1) (s. Tab. I) ergibt sich aber

Tab. I. Stickstoff-Ausscheidung und Chlorophyllbildung

durch Anabaena solitaria bei Ziichtung (28 Tage) in Siif-

wasser bzw. in Mischungen aus Siilwasser und Seewasser.

[Stickstoffgehalt der Nidhrlosungen vor dem Beimpfen
(Blindwert) : 300 zmol N/L.]

Néhrmedium Stickstoff-
gehalt der

SiiBwasser -+ Seewasser Nihrlosung  Chlorophyll
[ml] [m1] [#mol N/1]  [ug/ml]
500 - 750 1,45
475 25 760 1,93
450 50 710 1,33
400 100 640 2,07
350 150 640 1,07
300 200 620 1,61

nur eine relativ geringe Stickstoffzunahme von etwa
460 umol N/I. Der Grund hierfiir war méglicher-
weise, da} die bei den fritheren Untersuchungen !
verwendete kiinstliche Nahrlésung mehr Spuren-
elemente enthalten hatte, namlich pro Liter 6 mg
FeCl;-6 H,O, 10mg MnCl,-4 H,0, 1 mg H3BO;,
0,4 mg ZnSO,-7 H,0, 0,4 mg CoSO,-7 H,0, 0,4 mg
Na,MoO4°2H,0 und 0,03 mg CuSO,-5H,0. In
eigenen Versuchen (unveroffentlicht) erwies sich,
daBl nur Fe, Mn und Mo, nicht aber Co, Zn, B und
Cu einen meflbaren Einflufl auf die Stickstoff-Aus-
scheidung in verschiedenen Blaualgen haben. Nach-
folgend wird deshalb der Einfluf von Fe, Mn und
Mo auf Wachstum und Stickstoff-Ausscheidung von

Anabaena solitaria beschrieben.

1. Einflul von Fe, Mn und Mo auf die Stickstoff-
Ausscheidung

Zur Untersuchung des Einflusses von Fe, Mn und
Mo wurde Anabaena solitaria jeweils 28 Tage bis
zur stationdren Wachstumsphase in einer 5-prozenti-
gen Siilwasser-Seewasser-Mischung geziichtet, weil
sich diese Niahrlosung in den vorangegangenen
Untersuchungen als optimal erwiesen hatte (s.
Tab. I).

Einflu von Fe: 6 Kulturen von Anabaena solita-
ria wurden in der obigen Nahrlosung unter Zusatz
unterschiedlicher Mengen FeCl; geziichtet (s.
Tab II). Der Stickstoffgehalt der Nihrlosung stieg
im Verlauf der Ziichtung bei einem Zusatz von

12 mg FeCl;-6 H,0 auf 910 umol N/1.
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Tab. II. EinfluBl von Fe: Stickstoff-Ausscheidung und Chloro-

phyllbildung durch Anabaena solitaria bei Ziichtung (28

Tage) in einer 5-prozentigen SiiBwasser-Seewasser-Mischung

unter Zufligung von unterschiedlichen Mengen FeCly . [Stick-

stoffgehalt der Nihrlosungen vor dem Beimpfen (Blind-
wert) : 300 zmol N/L]

Nihrmedium: 5-prozentige SiiBwasser-Seewasser-Mischung
(475 ml Siilwasser + 25 ml Seewasser)

Stickstoffgehalt

FeCl;-6 H,O der Nahrlosung Chlorophyll
[mg/1] [mol N/1] [pg/ml]

0 730 1,33

2 770 0,93

4 750 1,05

6 780 1,43
12 910 2,21
24 890 1,87

EinfluB von Mn: Anschlieend wurden 6 Kulturen
in der gleichen Nahrlosung, nun aber unter Zusatz
von 12mg FeCl;-6 H,O und mit unterschiedlichen
Mengen MnCl, geziichtet (s. Tab. III). Am giinstig-
sten erwies sich ein Zusatz von 2 mg MnCl,-4 H,0/1,
wobei ein Stickstoffgehalt von 1000 umol N/I er-

reicht wurde.

Tab. III. EinfluB von Mn: Stickstoff-Ausscheidung und
Chlorophyllbildung durch Anabaena solitaria bei Ziichtung
(28 Tage) in einer 5-prozentigen Siilwasser-Seewasser-Mi-
schung (mit Zusatz von FeCl;) unter Zufiigung von unter-
schiedlichen Mengen MnCl,. [Stickstofigehalt der Nihr-
lésungen vor dem Beimpfen (Blindwert): 300 umol N/L.]

Niahrmedium: 5-prozentige Siiflwatter-Seewasser-Mischung
(475 ml SiiBwasser + 25 ml Seewasser + 12 mg
FeCl;-6 H,0/1)

Stickstoffgehalt

MnCl,-4 H,0 der Néhrlosung Chlorophyll
[mg/1] [pmol N/1] [ug/ml]

0 945 1,49

2 1000 1,78

4 900 1,53
10 710 1,36
20 ' 830 1,58
40 830 1,58

EinfluB von Mo: Anschliefend wurden wiederum
6 Kulturen in der gleichen Néhrlosung (mit Zusatz
von 12 mg FeCl;-6 H,O und 2 mg MnCl,-4 H,0 pro
Liter) und mit unterschiedlichen Mengen Na,MoO,*
2 H,0 geziichtet (s. Tab. IV). Bei einem Zusatz von
0,4 mg Na,MoO,-2 H,0/1 stieg der Stickstoffgehalt
der Nihrlosung auf 1060 umol N/I.
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Tab. IV. EinfluB von Mo: Stickstoff-Ausscheidung und

Chlorophyllbildung durch Anabaena solitaria bei Ziichtung

(28 Tage) in einer 5-prozentigen Siilwasser-Seewasser-Mi-

schung (mit Zusatz von FeCly und MnCl,) unter Zufiigung

von unterschiedlichen Mengen Na,MoO,. [Stickstoffgehalt

der Nihrlosungen vor dem Beimpfen (Blindwert): 300
pumol N/1.]

Nédhrmedium: 5-prozentige Siilwasser-Seewasser-Mischung
(475 ml SiiBwasser 4 25 ml Seewasser 4+ 12 mg
FeCl;-6 H,O 4 2 mg MnCl,-4 H,0 proLiter)

Stickstoffgehalt

Na,MoO,-2 H,0 der Nihrlosung Chlorophyll
[mg/1] [1umol N/1] [ug/m1]

0 890 1,61

0.1 930 1,49

0.2 920 1,43

0.4 1060 2,05

1.0 1040 1,68

2.0 820 1,45

Nochmalige Kontrolle des Mischungsverhdltnisses

Nachdem auf die obige Weise die optimalen Men-
gen von Fe (12 mg FeCl;-6 H,0), Mn (2 mg
MnCl, -4 H,0/1) und Mo (0,4 mg Na,MoO, -2 H,0/1)
ermittel worden waren, wurde nochmals die glinstig-
ste Siilwasser-Seewasser-Mischung bestimmt, dieses
Mal aber unter Zusatz der obigen Fe-, Mn- und Mo-
Mengen. Diese Versuche ergaben, daf} die geeignet-
ste Nihrlosung Stilwasser bzw. Stilwasser mit nur
geringen Seewasserzusitzen (bis etwa 5%) ist.

Wie in den Tabn.I—IV angegeben ist, hatten
die verwendeten Nihrlosungen vor dem Beimpfen
mit Anabaena solitaria bereits einen Stickstoffgehalt
(»,Blindwert*) von etwa 300 umol N/1. Dieser Stick-
stoffgehalt wurde dann im Verlauf der Ziichtung
durch die Stickstoff-Ausscheidung der Blaualgen
weiter erhoht. Unsere Versuche geben keine Aus-
kunft dartiber, was mit dem urspriinglich vorhande-
nen Stickstoff (Blindwert) im Verlaufe der Ziichtung
geschah, ob also dieser Stickstoff von den Blaualgen
ganz oder nur z.T. verbraucht wurde. Dementspre-
chend lafit sich auch nicht sagen, wie hoch die tat-
sichliche Stickstoff-Ausscheidung der Blaualgen bei
Zichtung in den Stf-Seewasser-Mischungen ist. So
erhielten wir z. B. bei Ziichtung von Anabaena soli-
taria in einer 5-prozentigen Mischung (s. Tab. V)
unter Zusatz von Fe, Mn und Mo einen Stickstoff-
gehalt von 1060 umol N/I. Der Stickstoffgehalt der
Nihrlosung vor dem Beimpfen betrug 300 xmol N/1
(Blindwert). Je nachdem, wie weit dieser Stickstoff
von Anabaena solitaria verbraucht wurde, wiirde die
tatsdchliche Stickstoff-Ausscheidung dieser Blaualge
zwischen 760 und 1060 umol N/l liegen. Genaue
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Angaben konnen erst gemacht werden, wenn es ge-
lingt, alle Stickstoffverbindungen in der Néhrlosung
quantitativ zu bestimmen. Im groflen und ganzen
entsprechen die hier erreichten Stickstoffwerte denen,
die von uns in einer fritheren Arbeit!! bei Ziich-
tung von Anabaena cylindrica in einer kiinstlichen
Nahrlésung erreicht worden waren (700 — 800 xmol
N/I).

Durch den Zusatz der angegebenen Fe-, Mn- und
Mo-Mengen liel sich bei Ziichtung von Anabaena
solitaria der Stickstoffgehalt der Nahrlosungen von
750 — 760 (s. Tab.I) auf 1060 — 1080 xmol N/1
(s. Tab. V) steigern, also um etwa 42%. Im Gegen-

Tab. V. Nochmalige Kontrolle des Mischungsverhiltnisses.

Stickstoff-Ausscheidung und  Chlorophyllbildung durch

Anabaena solitaria bei Ziichtung (28 Tage) in SiiBwasser

bzw. in Mischungen aus Siif}- und Seewasser unter Zusatz

von 12mg FeClg-6 H,O, 2 mg MnCl,-4 H,O und 0,4 mg

Na,MoO, pro Liter. [Stickstoffgehalt der Nahrlosungen vor
dem Beimpfen (Blindwert) : 300 umol N/1.]

Nahrmedium Stickstoff-
SiiBwasser -+ Seewasser gehalt der
(+FeCly+MnCl,+Na,MoO,) Nihrlosung Chlorophyll
[ml] [ml] [#mol N/I]  [ug/ml]
500 — 1080 2,07
475 25 1060 1,98
450 50 940 1,64
400 100 940 1,55
350 150 950 1,52
300 200 950 1,60

satz dazu wurde aber das Wachstum der Blaualgen
(ausgedriickt durch die Chlorophyllbildung) nicht
nennenswert erhoht. Die ermittelten hochsten Chloro-
phyllwerte lagen trotz einiger Schwankungen in der
Regel zwischen etwa 1,8 und 2,1 ug Chlorophyll/ml
Algensuspension und waren damit kaum héher als
bei Ziichtung ohne Zusatz von Fe, Mn und Mo.
Das lafit den Schluf} zu, dal} die bei Zugabe von Fe,
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Mn und Mo beobachtete Erhohung der Stickstoff-
Ausscheidung bei Anabaena solitaria nicht die Folge
verstarkten Wachstums ist, sondern direkt auf die
Einwirkung der obigen drei Spurenelemente zuriick-
zufithren ist. Von den beiden Spurenelementen Fe
und Mo ist bekannt, daf} sie von den Blaualgen zur
N,-Fixierung benotigt werden ' 13, so daf} hier die
gesteigerte Stickstoff-Ausscheidung vermutlich die
Folge einer durch diese Elemente erhohten N,-Fixie-
rungsrate ist. Die doppelt durchgefiihrten Versuchs-
reihen zeigten auflerdem tbereinstimmend, daf} auch
durch Zusatz von etwa 2 mg MnCl,/l eine Steigerung
der N-Ausscheidung erreicht wird, wihrend bei hohe-
ren Zusitzen niedrigere N-Werte erreicht wurden.
Eine dhnliche Beobachtung wurde mit Mo gemacht.
Es soll in weiteren Versuchsreihen geklart werden,
ob und ab welcher Konzentration die einzelnen Spu-
renelemente auch einen Hemmeflekt auf die Stick-
stoff-Ausscheidung ausiiben koénnen. Die Resultate
unserer Untersuchungen ergeben, dall Anabaena
solitaria in zweierlei Hinsicht interessant ist: Zum
einen gelangt diese Blaualge in den oben angegebe-
nen Ndhrmedien und unter unsterilen Bedingungen
zu einer betrdchtlichen Wachstumsdichte (bis etwa
2 ug Chlorophyll/ml), weshalb sie sich u.U. fiir
eine kostensparende Massenzucht eignet. Zum ande-
ren erreicht man mit dieser Alge eine starke Anrei-
cherung der Néhrlosung mit N-haltigen Verbindun-
gen, die sich moglicherweise als Stickstoffquelle fiir
andere Algen verwenden lassen. Diese Moglichkeit
wird in der nachfolgenden Verdffentlichung unter-

sucht.
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