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Zusammenfassung

In bioelektrochemischen Systemen (BES) sind Biofilmbildung und -architektur von
entscheidender Bedeutung, insbesondere fiir Durchflussanwendungen. Die Grenzflache
zwischen elektroaktiven Mikroorganismen und der Elektrodenoberflache spielt eine
wichtige und oft begrenzende Rolle, da die verfiighare Oberfliche die Stromerzeugung
beeinflusst, insbesondere bei Organismen, die nur schwache anodische Biofilmbildner
sind. Um die Begrenzung der verfiigharen Elektrodenoberfliche zu iiberwinden,
wurden Nanopartikel (NPs) mit einem magnetischen Eisenkern und einer leitfahigen,
hydrophoben Kohlenstofthiille als Bausteine verwendet. Damit sollten leitfahige, ma-
gnetische Mikrosdulen auf der Anodenoberfliche gebildet werden. Die Bildung dieser
dynamischen dreidimensionalen Elektrodenarchitektur wurde in situ mittels optischer
Kohérenztomographie (OCT) iiberwacht und quantifiziert. Durch Cyclovoltammetrie
wurde festgestellt, dass die aufgebauten dreidimensionalen Anodenerweiterungen
elektrisch leitfihig sind und die verfiighare elektroaktive Oberfliche vergrofiern. Die
NPs wurden als kontrollierbare Trager fiir die elektroaktiven Modellorganismen
Shewanella oneidensis und Geobacter sulfurreducens verwendet, was zu einer 5-fachen
Erhohung der stationdren Stromdichte fiir S. oneidensis fithrte, die in Kombination
mit Poly(3,4-ethylendioxythiophen)-Poly(styrolsulfonat)-Aggregaten (PEDOT:PSS)
sogar um das 22-fache gesteigert werden konnte. Im Falle von G. sulfurreducens
wurde die stationare Stromdichte nicht erhéht, aber viermal schneller erreicht.
Dariiber hinaus wurde die Biosynthese magnetischer FeS-NPs durch S. oneidensis
untersucht, um hybride Biofilme mit optimierten Eigenschaften zu erzeugen. Die
biogenen Partikel zeigten sowohl magnetische als auch elektroaktive Eigenschaften
und ermoglichten eine verbesserte elektrische Kopplung an die Elektrode, ohne
cytotoxische Effekte hervorzurufen.

Die Studie stellt eine kontrollierbare, skalierbare und einfach anzuwendende Methode
zur Vergroflerung der Elektrodenoberfliche in bestehenden BES durch Anlegen eines
Magnetfeldes und Zugabe leitfahiger magnetischer NPs vor. Diese Erkenntnisse
lassen sich hochstwahrscheinlich auch auf andere elektroaktive Mikroorganismen

iibertragen.



Abstract

In bioelectrochemical systems (BES), the formation and architecture of biofilms
are of crucial importance, especially in the context of flow-through applications.
The interface between electroactive microorganisms and the electrode surface plays
a pivotal role in determining the available surface area, which in turn influences
energy generation. This is particularly relevant in organisms that form only weak
anodic biofilms. To address this limitation, nanoparticles (NPs) with a magnetic iron
core and a conductive, hydrophobic carbon shell were utilized as building blocks to
create conductive, magnetic micropillars on the anode surface. The formation of this
dynamic three-dimensional electrode architecture was monitored and quantified in
situ using optical coherence tomography (OCT). Cyclic voltammetry revealed that
the assembled three-dimensional anode extensions were electrically conductive and
increased the available electroactive surface area. The NPs functioned as controllable
carriers for the electroactive model organisms Shewanella oneidensis and Geobacter
sulfurreducens, resulting in a fivefold increase in steady-state current density for
S. oneidensis. This increase was further enhanced up to 22-fold when combined with
poly(3,4-ethylenedioxythiophene)-polystyrene sulfonate (PEDOT:PSS) aggregates.
In the case of G. sulfurreducens, the steady-state current density was not increased
but was reached four times faster.

Additionally, the biosynthesis of magnetic FeS-NPs by S. oneidensis was investigated
to generate hybrid biofilms with optimized properties. The biogenic particles exhibited
both magnetic and electroactive properties, enabling improved electrical coupling to
the electrode without inducing cytotoxic effects.

This study proposes a method for expanding the electrode surface in existing BES.
This method is controllable, scalable, and easily applicable. It involves applying
a magnetic field and adding conductive magnetic NPs. These findings are likely

transferable to other electroactive microorganisms as well.
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1 Einleitung

Der jahrliche Gesamtstromverbrauch der rund 10.000 in Deutschland betriebenen
kommunalen Kldranlagen betragt im Jahr etwa 3,4 TWh, was dem Elektrizitatsbedarf
von ungefdhr einer Million Vier-Personen-Haushalten entspricht und mit CO»-
Emissionen von rund 1,3 Millionen Tonnen verbunden ist. Zusétzlich emittieren
diese Anlagen groflere Mengen weiterer Treibhausgase wie Lachgas und Methan
(Fricke, 2009; Niederste-Hollenberg et al., 2021). Auf globaler Ebene ist die Datenlage
weniger aussagekraftig, es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass etwa 3 % des
weltweiten Gesamtenergieverbrauchs und etwa 5 % der Treibhausgasemissionen auf
Abwasserbehandlung entfallen (Magni et al., 2025; Maktabifard et al., 2023). Trotz
der umfangreichen Umwandlung von Biomasse weisen Klaranlagen also eine geringe
Energieeffizienz auf. Die Bereitstellung von sauberem Trinkwasser ist zweifellos von
hoher gesellschaftlicher und 6kologischer Relevanz, sodass Einsparungen an dessen
Qualitdt nicht in Betracht gezogen werden diirfen. Dennoch bestehen erhebliche
Optimierungsmoglichkeiten zur ckonomischeren und ¢kologischeren Gestaltung der

Abwasseraufbereitung.

Ein vielversprechender Ansatz beruht auf dem Einsatz von Bakterien, die unter
anaeroben Bedingungen organische Substanzen abbauen und dabei elektrische Energie
generieren konnen, sogenannte exoelektrogene Mikroorganismen. Trotz des erhebli-
chen technologischen Fortschritts auf diesem Gebiet, besteht hinsichtlich der Effizienz
weiterhin ein grofies Optimierungspotenzial bei der mikrobiellen Stromproduktion.
Die Weiterentwicklung dieser Technologie konnte einen wesentlichen Beitrag dazu
leisten, Klaranlagen in Zukunft energieautark oder sogar energieproduzierend zu

betreiben (Yan et al., 2020).



1 Finleitung

1.1 Bioelektrochemische Systeme

Potentiostat

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines bioelektrochemischen Systems. An der Anode wird
organisches Substrat durch exoelektrogene Mikroorganismen oxidiert. Die freiwerdenden
Elektronen flielen {iber eine elektrische Leitung zur Kathode, wahrend die Protonen durch
den Elektrolyten zur Kathode diffundieren. An der Kathode wird aus Elektronen und
Protonen Wasserstoff bzw. in Anwesenheit von Sauerstoff Wasser gebildet.

Zur Gewinnung elektrischer Energie mittels exoelektrogener Mikroorganismen werden
bioelektrochemische Systeme (BES) eingesetzt. Autbau und Funktionsweise dieser
Systeme sind im Wesentlichen vergleichbar mit Brennstoff- bzw. Elektrolysezellen. In
einer herkdmmlichen Brennstoffzelle wird die chemische Energie eines kontinuierlich
zugegebenen Brennstoffs (meist Wasserstoff, jedoch auch Ammoniak, Alkohole,
Aldehyde, oder andere Kohlenwasserstoffe) durch raumlich getrennte Redoxreaktion
mit einem Oxidationsmittel (meist Luftsauerstoff) in elektrische Energie umgewan-
delt (Qasem und Abdulrahman, 2024). Géngige Katalysatoren hierfiir sind die
Edelmetalle Platin und Palladium. Die raumliche Trennung von Oxidations- und
Reduktionsreaktion wird beispielsweise durch einen Elektrolyten oder eine Ionen-
austauschmembran gewahrleistet. Im BES katalysieren hingegen Mikroorganismen
die Oxidation organischer Substrate zu COsg, Protonen und Elektronen an einer
Anode, welche beispielsweise aus kostengtinstigem Graphit bestehen kann und ohne

kostspielige Edelmetalle auskommt. Respiratorisch freiwerdende Elektronen flieen



1 Finleitung

aufgrund des Potentialunterschieds zwischen Oxidations- und Reduktionsreaktion
iiber einen Stromkreis zur Kathode, wiahrend die Protonen an den Elektrolyten
abgegeben werden (Abbildung 1; Logan und Regan, 2006; Logan et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit wurde eine sogenannte mikrobielle Elektrolysezelle verwendet.
Hierbei kann iiber einen Potentiostaten das Potential an der Arbeitselektrode (hier

Anode) eingestellt werden.

Die erste Publikation zur mikrobiell katalysierten Konversion chemischer in elektrische
Energie datiert bereits mehr als 100 Jahre zuriick (Potter, 1911). Aufgrund verhéltnis-
mafig geringer Energiedichten dieser Systeme sowie der Konzentration menschlicher
Bemiihungen auf die Entwicklung fossiler und atomarer Energietrager im 20. Jahrhun-
dert, stagnierte die Forschung und vor allem die industrielle Anwendung auf diesem
Gebiet allerdings fiir lingere Zeit. Das aufkommende Bewusstsein zum Klimawandel
und die daraus resultierende Notwendigkeit zur ziigigen Treibhausgasneutralitat und
Elektrifizierung der Wirtschaft, haben das Interesse und die Ambitionen im Feld der
BES um die Jahrhundertwende jedoch neu entfacht (Schroder, 2011).

Dariiber hinaus erwahnenswert ist die verhaltnisméafig junge Entdeckung, dass in
BES nicht nur chemische Energie in elektrische umgewandelt werden kann. Es
erlaubt auBlerdem bisher nicht zugéngliche Fermentationen mit stochiometrisch
unausgeglichenen Redoxbilanzen, sogenannte Elektrofermentationen (Schievano et al.,
2016; Moscoviz et al., 2016). Des Weiteren ist in BES auch der zum oben beschriebenen
gegenlaufige Prozess moglich, bei dem also eine Konversion elektrischer Energie in
chemische stattfindet und die Mikroorganismen an der Kathode des Systems lokali-
siert sind (Rabaey und Rozendal, 2010). Dies wird als mikrobielle Elektrosynthese
bezeichnet und gewéhrleistet einen Elektronenfluss von der Arbeitselektrode auf die
betreffenden Mikroorganismen, was beispielsweise die Reduktion von COs5 als Rohstoff

zur Herstellung verschiedener organischer Chemikalien, wie Polyhydroxybutyrat
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(PHB), Ameisensaure oder Isobutanol erméoglicht (Rominger et al., 2024; Jeon et al.,
2015; Cava et al., 2020; Le et al., 2018).

Potentielle Anwendungen bioelektrochemischer Systeme sind neben der Produktion
von elektrischem Strom und Wasserstoff sowie biosynthetischer Produkte unter
anderem denkbar im Feld der Biosensorik zum Umweltmonitoring und zur Detektion
toxischer Chemikalien im Abwasser oder an entlegenen Orten (Golitsch et al., 2013;

Webster et al., 2014; Su et al., 2011).

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Optimierung und Lokalisation anodischer
Biofilme, was jedoch nicht ausschliefit, dass die gewonnenen Erkenntnisse auch

beispielsweise auf kathodische Systeme zur Elektrosynthese tibertragbhar sind.

1.2 Extrazellularer Elektronentransfer

Voraussetzung zur Anwendung im BES ist die Fahigkeit der eingesetzten Mikroorga-
nismen zum sogenannten extrazelluliren Elektronentransfer (EET). Dies bedeutet,
dass Elektronen aus der Atmungskette an die Zelloberflache transportiert und damit
extrazelluldre Akzeptoren reduziert werden konnen. Vertreter mit dieser Eigenschaft
werden auch als exoelektrogen bezeichnet. Wie oben erwéhnt (Abschnitt 1.1), kann in
einer bioelektrochemischen Anordnung eine Anode als terminaler Elektronenakzeptor
fungieren. In der Natur hingegen sind Metalle oder Metallkationen in Form von
Erzen giangige Akzeptoren solcher Organismen. Dies ermoglicht Exoelektrogenen
das Wachstum in 6kologisch ansonsten schwer zuganglichen Nischen, in welchen ein
Mangel an Sauerstoff als typischem Elektronenakzeptor vorherrscht (Logan, 2009;
Lovley, 2006).

Zu den am intensivsten untersuchten exoelektrogenen Modellorganismen zahlen unter
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anderem die Gram-negativen Proteobakterien Shewanella oneidensis und Geobacter
sulfurreducens. Sie sind Gegenstand aktueller Forschung zur zellularen Atmung und
wurden auch in dieser Arbeit als Modellorganismen gewéhlt. Im Folgenden wird
auf die beiden Organismen mit Fokus auf die molekularen Mechanismen des EET
sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten bei Anodeninteraktion und Biofilmbildung

genauer eingegangen.

1.2.1 EET bei Shewanella oneidensis

Im Jahr 1988 erfolgte die erstmalige Isolierung von S. oneidensis aus dem Sedi-
ment des Lake Oneida in den USA, wobei seine Mangan-reduzierende Eigenschaft
beobachtet wurde (Myers und Nealson, 1988). Das Bakterium zeigt ein Wachstum
unter anaeroben und aeroben Bedingungen bei idealerweise 30 °C (Venkateswaran
et al., 1999). Als Elektronendonor nutzt S. oneidensis unter anderem Laktat, Formiat
oder N-Acetylglucosamin, wiahrend ein breites Substratspektrum an Akzeptoren
zur Verfiigung steht. Hierzu zahlen bei Sauerstoffmangel unter anderem losliche
Verbindungen wie Dimethylsulfoxid, Fumarat und Nitrat sowie unlosliche Eisen(III)-,
Uran(IV)- und Mangan(I11/IV)-oxide (Heidelberg et al., 2002; Bretschger et al.,
2007). Dariiber hinaus ist das Bakterium unter anaeroben Bedingungen dazu in der
Lage, Elektronen an die Anode eines bioelektrochemischen Systems abzugeben (Kim
et al., 1999).

Der Elektronentransport erfolgt vom Cytoplasma tiber das Periplasma bis hin zur
Zelloberflache, wobei ¢-Typ-Cytochrome eine zentrale Rolle spielen (Fonseca et al.,
2013). Cytochrome sind Proteine, die Him-Gruppen als Cofaktoren tragen. Das
zentrale Eisenatom im Hém-Komplex kann durch Aufnahme und Abgabe eines Elek-

trons seine Oxidationsstufe andern. Dementsprechend sind Cytochrome essentielle
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Bestandteile von Elektronentransportketten. Je nach Licht-Absorptionsspektrum
unterscheidet man zwischen Cytochromen vom Typ a, b, ¢ und d. Das Genom von

S. oneidensis enthdlt 42 Gene fiir ¢-Typ-Cytochrome (Meyer et al., 2004).
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Abb. 2: Schematischer Mechanismus des extrazelluliren Elektronentransfers von
S. oneidensis. CymA iibertragt Elektronen aus dem Menachinon-Pool (MQ/MQH) auf
periplasmatische Proteine wie FccA und STC. Diese transportieren die Elektronen weiter
auf MtrA, von wo sie durch den, in der &uBeren Membran (AM) befindlichen, MtrABC-
Komplex an MtrC weitergegeben werden. OmcA und MtrC markieren das Ende der
Elektronentransportkette und geben die Elektronen schliellich an extrazelluldre Akzeptoren
ab. Die schwarzen Pentagone symbolisieren jeweils die Anzahl der Him-Gruppen in den
Cytochromen. IM steht fir innere Membran, FAD fiir Flavin-Adenin-Dinukleotid, RF fiir
Riboflavin und OR fiir Oxidoreduktase. Modifizierte Reproduktion nach Klein et al. (2023).

Die Elektronentransportkette (Abbildung 2) beginnt mit einer Oxidoreduktase, die
in der Cytoplasmamembran verankert ist und Elektronen auf den Menachinon-
Pool iibertragt. Von dort aus gelangen die Elektronen zum, an der Cytoplasma-
membran lokalisierten, c-Typ-Cytochrom CymA (Cytoplasmic membrane protein

A), das als Verteiler fungiert und Elektronen an verschiedene periplasmatische
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c-Typ-Cytochrome weitergibt (Marritt et al., 2012). Hier spielen insbesondere FccA
(Fumarat-Reduktase) und STC (Small tetraheme cytochrome) eine wesentliche Rolle,
da Deletionsdoppelmutanten ohne diese Proteine nicht mehr zur Elektroneniibertra-
gung auf terminale Reduktasen der dufleren Membran befahigt sind (Sturm et al.,
2015). Die periplasmatischen Cytochrome FecA und STC tbertragen die Elektronen
auf MtrA (Metal reducing protein A), welches zusammen mit MtrB (Metal reducing
protein B) und MtrC (Metal reducing protein C') einen Proteinkomplex bildet,
der die dulere Membran durchspannt. MtrB bildet eine Pore, die die raumliche
Néahe zwischen MtrA und MtrC sicherstellt. Die Elektronen werden schliellich von
MtrC auf extrazelluldre Elektronenakzeptoren tibertragen (Coursolle et al., 2010).
Neben MtrC spielt auch OmcA (Outer membrane cytochrome A) eine Rolle bei
der Reduktion extrazellularer Akzeptoren (Biicking et al., 2010). MtrC und OmcA
enthalten zusétzlich Flavin-Cofaktoren, die den terminalen Elektronentransfer durch
die Bildung von Semichinonen erleichtern (Okamoto et al., 2013; Okamoto et al.,
2014a; Okamoto et al., 2014b; Xu et al., 2016).

Dariiber hinaus konnen von S. oneidensis sekretierte Flavine insbesondere unter
Batch-Bedingungen als Elektronenshuttle fungieren, was den Elektronentransfer zu
unloslichen Elektronenakzeptoren oder zu einer Anode erleichtert, falls kein direkter
Kontakt besteht (vergleiche Abschnitt 1.2.3). Flavine sind unter Batch-Bedingungen
fiir etwa 75 % des extrazellularen Elektronentransports zu unloslichen Akzeptoren
verantwortlich (Kotloski und Gralnick, 2013). Unter kontinuierlichen Flussbedingun-
gen spielen Flavine als Shuttle-Molekiile vermutlich eine eher untergeordnete Rolle,
da sie ausgespiilt werden und ihre Biosynthese eine hohe metabolische Belastung

bedeutet (Engel et al., 2019).

Shewanella’s Fahigkeit zum EET auf ein breites Substratspektrum ermoglicht, tiber

die Anwendung im BES hinaus, weitere Anwendungen. So kann unter anderem
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eine Reihe von Nanomaterialien durch Reduktion biosynthetisiert werden. Hierzu
zéhlen beispielsweise Edelmetall-Nanopartikel (NPs) aus Pd, Ag, Cu, Au oder Pt
(Schkolnik et al., 2015; Maes et al., 2017; Kimber et al., 2018; Law et al., 2022; Wu
et al., 2013), welche hervorragende katalytische Eigenschaften aufweisen und deren
Nachfrage konstant steigt. Die Biosynthese solcher NPs benoétigt hierbei weniger
toxische und kostenintensive Reagenzien zur Reduktion und Stabilisierung, bietet
also eine konkurrenzfihige Alternative zur konventionellen chemischen Synthese
(Corte et al., 2012; Hennebel et al., 2009; Ali et al., 2019). Weitere Nanomaterialien,
welche mit Hilfe von S. oneidensis synthetisiert werden konnen, sind unter anderem
Graphen, nanostrukturierte Selen-Spezies und bio-FeS-NPs (Lehner et al., 2019;
Pearce et al., 2009; Fu et al., 2021; Dang et al., 2021). Letztere weisen beispielsweise
vielversprechende Eigenschaften zur Bioremediation auf. Fu et al. (2021) erzeugten
hierzu einen Hybrid aus S. oneidensis und bio-synthetisierten FeS-NPs, welche nicht
nur die Zelloberfliche bedeckten, sondern artifizielle Elektronentransportkanéle durch
die innere und auflere Membran der Zelle bildeten. Dadurch konnte die Kinetik beim
Umsatz von toxischem Cr(VI) in Cr(III) verbessert werden. Eine Anwendung zur
Optimierung im BES kénnte durch den verbesserten Elektronentransport jedoch

auch durchaus vielversprechend sein.

1.2.2 EET bei Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens wurde 1994 aus dem Sediment eines mit Kohlenwasser-
stoffen verunreinigten Grabens in Oklahoma, USA isoliert. Es handelt sich um ein
aerotolerantes bis obligat anaerobes Bakterium, dessen Wachstumsoptimum bei einer
Temperatur von 30 — 35 °C liegt. Zu den Elektronendonoren zéhlen Wasserstoff und

Acetat. Als Elektronenakzeptoren dienen Eisen(III)-Verbindungen, Schwefel oder
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Fumarat (Caccavo et al., 1994; Aklujkar et al., 2009; Lovley et al., 2011; Lin et al.,

2004).
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Abb. 3: Schematischer Mechanismus des extrazelluliren Elektronentransfers von
G. sulfurreducens. ImcH und CbcL iibertragen Elektronen aus dem Menachinon-Pool
(MQ/MQH) auf periplasmatische Proteine wie PpcA. Diese transportieren die Elektronen
weiter auf die dufiere Membran (AM), wobei der Ext ABCD-Komplex hervorzuheben ist. Die
extrazelluldre Elektronentransportkette wird dariiber hinaus durch Nanowire aus OmcE,
OmcS und OmcZ komplementiert. Die schwarzen Pentagone symbolisieren jeweils die
Anzahl der Him-Gruppen in den Cytochromen. IM steht fiir innere Membran und OR fiir
Oxidoreduktase. Modifizierte Reproduktion nach Klein et al. (2023).

Im Wesentlichen basiert der EET von G. sulfurreducens ebenfalls auf ¢-Typ-Cytochromen
und ist vergleichbar mit dem von S. oneidensis. Das Genom von G. sulfurreducens
enthéalt 111 Gene fiir ¢-Typ-Cytochrome (Methé et al., 2003). Zehn dieser Cytochrome
scheinen fir die Elektronentransportkette hauptverantwortlich zu sein, wobei der
Mechanismus vielschichtiger und komplexer, aber insgesamt weniger gut untersucht
ist als bei S. oneidensis (Abbildung 3; Santos et al., 2015).

Aquivalent zu CymA bei Shewanella iibertragen die, in der inneren Membran veranker-
ten Nonaham-c-Typ-Cytochrome ImcH und CbcL, die cytoplasmatischen Elektronen

aus dem Menachinon-Pool auf losliche periplasmatische Cytochrome wie PpcA
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(Periplasmatic cytochrome A; Lloyd et al., 2003; Zacharoff et al., 2016). An der dufieren
Membran stehen verschiedene multimere Komplexe fiir den Elektronentransfer zur
Verfiigung, wobei der EET in BES hauptséchlich auf ExtABCD beruht (Otero et al.,
2018; Liu et al., 2014).

Daritiber hinaus verfiigt G. sulfurreducens tiber bis zu 20 pm lange elektrisch leitfahige
Proteinfilamente, welche beim Elektronentransport an unlosliche Akzeptoren eine
essentielle Rolle einnehmen (Reguera et al., 2005; Reguera et al., 2006). Diese
Filamente werden auch als Nanowire bezeichnet und sind fiir den Langstrecken-
Elektronentransport von Geobacter unerlasslich. Nach aktuellem Stand sind die
Strukturen von drei Nanowire-bildenden Cytochromen bekannt (OmcE, OmcS und
OmcZ), wobei letzterem eine essentielle Rolle zur Bildung leitfahiger Biofilme auf
Elektroden zugeschrieben wird. PilA-N hat selbst keine gesicherte direkte Rolle im
Elektronentransport, nimmt jedoch eine wichtige Funktion zum extrazelluldren Ex-
port der Cytochromfilamente ein. Die Nanowire von Geobacter scheinen im Vergleich
zu Shewanella maBigeblichen Anteil an seiner vergleichsweise hohen Stromdichte in
BES zu haben (Strycharz-Glaven et al., 2011; Gralnick und Bond, 2023; Lovley und
Holmes, 2020; Bonanni et al., 2012).

1.2.3 Interaktion zwischen Bakterien und Anode

Zum terminalen Transfer extrazellularer Elektronen auf die Anode koénnen drei
hypothetische Mechanismen dienen (Lovley, 2012), welche in Abbildung 4 veran-
schaulicht sind. Zum einen gibt es die Moglichkeit des klassischen direkten Elek-
tronentransfers (a). Hierzu ist ein physischer Kontakt zwischen membranstandigen
c-Typ-Cytochromen und der Anode unerlésslich, da der Abstand fiir intermolekularen

Elektronentransport maximal 10 A (1 nm) betragen darf (Neal et al., 2003; Kerisit
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et al., 2007). In diesem Fall limitiert die verfigbare Elektrodenoberfliche die Anzahl
der darauf kultivierbaren Mikroorganismen und damit die Anzahl der maximal
tibertragbaren Elektronen (Lovley, 2012). Es ist jedoch denkbar, dass ein elektrisch
leitfahiger anodischer Biofilm den Elektronentransfer iber mehrere Bakterien hinweg

ermoglicht und so die Bildung mehrschichtiger Biofilme begiinstigt.

Direkter Shuttle-vermittelter
Elektronentransfer Elektronentransfer
a b C

Anode

Abb. 4: Mechanismen des Elektronentransfers von exoelektrogenen Bakterien auf eine
Anode. a zeigt den direkten Transfer durch physischen Kontakt zwischen Cytochromen
und Anode und b zeigt den direkten Transfer iiber bakterielle Nanowire. In ¢ ist der Shuttle-
vermittelte Elektronentransfer dargestellt. Losliche redoxaktive Verbindungen werden vom
Bakterium reduziert, diffundieren zur Anode und werden oxidiert.

Der Elektronentransfer iiber bakterielle Nanowire stellt eine Erweiterung des klas-
sischen direkten Elektronentransfers dar (b). Auch hier muss ein direkter Kontakt
mit der Anode bestehen, jedoch kann das Bakterium selbst mehrere Mikrometer
von der Anode entfernt sein, solange Teile seines Nanowire-Netzwerks mit der
Elektrode in Kontakt sind. Dieser Mechanismus ist vor allem bei G. sulfurreducens
gut untersucht, dessen Nanowire Léngen von bis zu 20 pm erreichen und den direkten

extrazellularen Elektronentransfer auf Anoden tber verhéltnisméaflig weite Strecken
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ermoglichen (Reguera et al., 2005; Reguera et al., 2006). Im Fall von S. oneidensis
scheint es Ausstiilpungen der duleren Membran inklusive Periplasma zu geben, was
einer Erweiterung der Zelloberfliche gleichkommt (Pirbadian et al., 2014). Diese
Ausstiilpungen werden teilweise auch als Nanowire bezeichnet, erfiillen jedoch nicht
dieselbe Funktion wie bei G. sulfurreducens.

Dariiber hinaus bietet der Shuttle-vermittelte Elektronentransfer (c) eine dritte
Variante zum Elektronentransfer auf Anoden. Hierbei reduzieren Cytochrome der
aufleren Membran 16sliche, redoxaktive extrazellulare Elektronenakzeptoren. Diese
sogenannten Elektronenshuttle konnen von den Mikroorganismen selbst sekretiert
werden. S. oneidensis beispielsweise sekretiert Flavine zu diesem Zweck (Canstein
et al., 2007). Auch eine Zugabe synthetischer Elektronenshuttle wie Neutralrot oder
Methylenblau ist moglich (Aiyer, 2020). Letzteres ist dariiber hinaus membrangéngig
und dadurch auch in der Lage, im Zellinneren Elektronen aufzunehmen und diese an
extrazellulare Akzeptoren zu transferieren. Die Elektronenshuttle werden an oder
in der Zelle reduziert, diffundieren dann an die Anode, wo sie oxidiert werden und
anschliefend fiir einen weiteren Redoxzyklus zur Verfiigung stehen. Fiir den Shuttle-
vermittelten Elektronentransfer ist also kein direkter Anodenkontakt notwendig, was
die indirekte elektronische Konnektierung planktonischer Zellen oder im Biofilm weiter
von der Anode entfernter Zellen ermoglicht. Dieser Mechanismus des extrazellularen
Elektronentransports ist vor allem fir S. oneidensis in Batch-Systemen von hoher
Relevanz und dort fir etwa 75 % des Elektronentransports zustandig (Kotloski und
Gralnick, 2013). In Durchflusssystemen kommt ihnen eine untergeordnete Rolle zu,

da die Shuttle-Molekiile hier konstant ausgewaschen werden (Engel et al., 2019).
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1.3 Biofilme im BES

Die meisten biotechnologischen Reaktoren in Industrie und Forschung basieren nach
heutigem Stand auf der Kultivierung und Nutzung planktonischer Mikroorganismen.
In einer natiirlichen Umgebung lebt der Grofiteil aller Bakterien jedoch in Form
von Biofilmen (Hall-Stoodley et al., 2004). Darunter versteht man aggregierte
Gemeinschaften von Mikroorganismen, die an einer Oberfliche haften und von einer
selbstproduzierten Matrix aus extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) umgeben
sind (Donlan, 2002). Die EPS-Matrix besteht primér aus Polysacchariden, Proteinen,
Lipiden sowie extrazellulirer DNA und ist abundant im Biofilm vorhanden. Sie im-
mobilisiert die eingebetteten Bakterien und verleiht ihnen dariiber hinaus Schutz vor
externen schéidlichen Umwelteinfliissen wie Strahlung, toxischen Substanzen oder sich
schnell &ndernden Prozessparametern (Flemming und Wingender, 2010; Flemming
et al., 2016; Yin et al., 2019; Brunner et al., 2019; Héarrer et al., 2023). Dariiber
hinaus verfiigen Biofilme tiber hohe Zelldichten und erlauben die verhéaltnisméflig
einfache Implementierung kontinuierlicher biotechnologischer Prozessbedingungen
(Morgan-Sagastume et al., 2008; Philipp et al., 2024). Trotz dieser vielfdltigen
vorteilhaften Eigenschaften sind Biofilme weitgehend unzureichend erforscht und es
bedarf weiterhin der Aufdeckung grundlegender Erkenntnisse.

Die Biofilmbildung und -entwicklung unterliegt einem dynamischen Prozess, welcher
drei grundlegende Ereignisse (Aggregation, Proliferation, Disaggregation) beinhaltet
und vereinfacht folgendermafien ablauft: Zellen aggregieren zunéchst untereinander
und/oder haften sich als Einzelzellen an eine Oberfliche, daraufhin expandieren
die angehafteten Zellen durch Wachstum und Rekrutierung von Zellen aus der
Umgebung. Aus diesem maturierten Biofilm kénnen sich wiederum einzelne Zellen
oder Aggregate 16sen und in die planktonische Phase iibergehen (Sauer et al., 2022).

Die Umgebungsbedingungen beeinflussen die Biofilmarchitektur mafigeblich. So

13



1 Finleitung

konnen beispielsweise Biofilme von S. oneidensis unter oxischer, anoxischer oder
anodischer Kultivierung vollig unterschiedliche Auspriagungen in Hohe, Volumen oder

Porositat aufweisen (Klein et al., 2024b; Philipp et al., 2024).

Auch in BES besiedeln exoelektrogene Bakterien vorrangig die Elektroden und bilden
dort Biofilme. Dies ermoglicht neben den oben genannten Vorteilen zusatzlich einen
direkten (und Nanowire-vermittelten) Elektronentransport. Auf Anoden formiert
S. oneidensis diinne Biofilme, in denen sich jede Zelle in direktem Elektrodenkontakt
befindet (Mclean et al., 2010; Kitayama et al., 2017). Es kann also davon ausgegangen
werden, dass Shewanella-Biofilme wenig bis nicht elektrisch leitfahig sind. G. sul-
furreducens hingegen bildet, aufgrund seines konduktiven Netzwerks aus Nanowires,
leitfihige Biofilme und kann hierbei eine Hohe von iiber 100 pm erreichen. Die auf
der Anode lokalisierte Zellzahl ist also deutlich hoher, was zur Folge hat, dass die
bisher hochsten Energieausbeuten in BES mit Geobacter-Spezies erzielt wurden
(Torres et al., 2010; Franks et al., 2009; Malvankar et al., 2012). Das anodische
Biofilmwachstum von G. sulfurreducens wird hauptséachlich durch Substratgradien-
ten, Protonengradienten und Elektronentransportgradienten innerhalb des Biofilms
limitiert (Torres et al., 2008; Babauta et al., 2012). Obwohl G. sulfurreducens deutlich
hohere Energieausbeuten in BES aufweist, ist S. oneidensis dennoch ein duflerst
vielversprechender Kandidat fiir zukiinftige BES-Anwendungen. S. oneidensis weist
im Gegensatz zu G. sulfurreducens Eigenschaften wie genetische Zugéanglichkeit,
einen fakultativ anaeroben Lebensstil sowie ein breites Substratspektrum auf, welche
eine biotechnologische Anwendung dieses Organismus deutlich vereinfachen (Kneuer

et al., 2024).
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1.4 Optimierung von BES

Eine Optimierung der Grenzfliche zwischen Anode und elektroaktiven Bakterien ist
fir zukiinftige groftechnische Anwendungen unerlésslich. Hierzu bieten sich verschie-
dene Strategien zur Uberwindung effizienzlimitierender Faktoren. Grundlegend ist
allen Ansétzen gemein, dass die Anzahl der auf die Anode tibertragenen respiratorisch
anfallenden Elektronen pro Zeiteinheit erhoht werden soll. Dies kann erreicht werden,
indem moglichst viele Zellen mit der Elektrode konnektiert werden, der Stofftransport
oder die elektrische Leitfdhigkeit im Biofilm verbessert wird, um Diffusionslimitie-
rungen zu umgehen, oder indem der EET der einzelnen Mikroorganismen optimiert

wird.

Es kann zwischen drei Kategorien zur Optimierung der Anoden-Bakterien-Grenzflache
in BES unterschieden werden, wobei die Uberginge flieend und nicht klar abzugren-
zen sind: gentechnische Optimierung, chemische Modifikation der Grenzflache und
Immobilisierung der Zellen auf der Anode (Klein et al., 2023).

Beim gentechnischen Ansatz sind vielfiltige Optimierungsmoglichkeiten bekannt. So
kann unter anderem an der Biofilmbildung oder Elektronentransportkette gearbeitet
werden, um das Verstiandnis der dort ablaufenden Prozesse zu erweitern und bessere
Ausbeuten zu erhalten (Sydow et al., 2014; Philipp et al., 2020; Bird et al., 2021).
Die Immobilisierung von Bakterien auf der Anode erfolgt in der Regel durch den
Einsatz von Hydrogelen aus Materialien wie Alginat, Agarose oder leitfahigen
Polymeren wie PEDOT:PSS. Sie konnen die Leitfahigkeit der Grenzfldche zwischen
Anode und Zellen sowie die Zellzahl auf der Anode erhéhen (Knoll et al., 2022; Hu
et al., 2020; Zajdel et al., 2018).

Das Elektrodenmaterial spielt eine entscheidende Rolle bei der Leistungsfahigkeit
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von BES. Metalle wie Silber, Gold, Kupfer oder Eisen sind bekannt fiir ihre an-
tibakteriellen Eigenschaften durch den oligodynamischen Effekt. Es wird davon
ausgegangen, dass Proteine durch freiwerdende Metallionen denaturiert werden,
was wichtige Zellfunktionen beeintrichtigt (Shrestha et al., 2009). Exoelektrogene
Bakterien scheinen hingegen gegeniiber Schwermetallionen resistent zu sein und
sind sogar dazu in der Lage, Biofilme auf solchen Metalloberflichen zu bilden. Dies
ermoOglicht den Einsatz dieser Metalle als Anodenoberfliche im BES. Daneben
werden kohlenstoffbasierte Elektrodenmaterialen wie Graphit haufig verwendet
(Baudler et al., 2015). Die Elektrodenoberfliche kann sowohl bei kohlenstoff- als auch
metallbasierten Systemen durch Oberflichenfunktionalisierung optimiert werden,
was beispielsweise die Anhaftung von Bakterien vereinfacht oder die Leitfahigkeit

der Grenzfléache erhoht (Li und Cheng, 2019).

Die Toleranz exoelektrogener Mikroorganismen gegeniiber Metallionen erlaubt auch
den Einsatz metallischer NPs zur Optimierung. So wurde unter anderem durch
Funktionalisierung der Oberfliche von S. oneidensis mit Fe3O4 und Gold NPs, die
zelluldre Leitfahigkeit erhoht. Die funktionalisierten Zell-Hybride wurden mittels einer
magnetischen Anode angezogen und wiesen verbesserte Energieausbeuten im BES auf
(Jiang et al., 2020). Ein vergleichbarer Ansatz mit Fe3O4/Kohlenstoff-Komposit-NPs
wurde mit G. sulfurreducens verfolgt (Cheng et al., 2022; Zhou et al., 2018). Der
Einsatz magnetischer NPs adressiert parallel die Immobilisation der Bakterien auf der
Anode sowie die Modifikation ihrer Grenzfliche. Dariiber hinaus gibt es eine grofie
Zahl an Forschungsarbeiten zur Optimierung von BES mit weiteren Nanomaterialien
(Xu et al., 2012; Erben et al., 2021; Cornejo et al., 2018; Ye et al., 2021; Klein et al.,
2023). So konnte exemplarisch durch Einsatz von carbon dots oder Silber-NPs die
Stromdichte in BES um ein Vielfaches erhoht werden (Cao et al., 2021; Yang et al.,

2020).
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Der Einsatz von NPs fiihrt nicht nur zu einer erhohten Elektronentransferrate
sondern vergroflert dariiber hinaus auch die verfiigbare Elektrodenoberfliche, da
die Zell-NP-Agglomerate eine konduktive Erweiterung der bestehenden Elektrode
darstellen. Die Architektur dieser biohybriden Materialien und der Einfluss der
vergroflerten Elektrodenoberfliche auf die Stromausbeuten wurde bisher nicht bis
kaum thematisiert oder quantifiziert. Auflerdem beschrinken sich nahezu alle Studien
hierzu auf Batch-Reaktoren. Zukiinftige Anwendungen werden jedoch voraussichtlich
im kontinuierlichen Durchfluss betrieben, was einen robusten direkten Elektronen-
transfer noch wichtiger macht, da Shuttle-Molekiile ausgewaschen werden (Engel

et al., 2019).

Schlussendlich sollte eine auf das jeweilige System zielgerichtete Kombination verschie-
dener Optimierungsmoglichkeiten angestrebt werden, um moglichst hohe Ausbeuten
erzielen zu konnen. Einige aktuelle Ubersichtsartikel widmen sich dieser vielschichtigen
Thematik im Detail (Sydow et al., 2014; Li et al., 2018; Philipp et al., 2020; Bird
et al., 2021; Klein et al., 2023).
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorrangig zwei Forschungsfragen behandelt. Zu-
néchst sollten durch den Einsatz magnetischer, leitfadhiger NPs dynamische dreidi-
mensionale Elektrodenstrukturen auf einer Anode assembliert und charakterisiert
werden, um die aktive Elektrodenoberfliche zu vergrofiern. Hierzu wurde eine
kiirzlich entwickelte bioelektrochemische Mikrofluidikplattform eingesetzt, welche eine
in-situ-Bildgebung mittels optischer Kohdrenztomographie (OCT) erméglicht. Nach
erfolgreicher optischer und elektrochemischer Charakterisierung sollte daraufhin
der Einfluss dieser abiotischen NPs auf die exoelektrogenen Modellorganismen
S. oneidensis und G. sulfurreducens untersucht werden. Hierzu wurden unter anderem
Zellviabilitatsassays sowie bioelektrochemische Messungen durchgefiihrt.

Basierend auf den dadurch gewonnenen Erkenntnissen, wurde auflerdem ein Ansatz
verfolgt, bei dem die Biosynthese magnetischer NPs durch S. oneidensis forciert
wurde. Die so erzeugten magnetischen Biohybride wurden anschlieend ebenfalls in der
bioelektrochemischen Mikrofluidikplattform auf ihre Eigenschaften und Performance

hin analysiert.

Die Forschungsergebnisse sollen einen Beitrag zum Grundverstédndnis exoelektrogener
Biofilme leisten, Moglichkeiten ihrer materialwissenschaftlichen Optimierung und ge-
zielten Lokalisation aufzeigen sowie potentielle zukiinftige industrielle Anwendungen

erleichtern.
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2.1 Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders
angegeben, von Air Liquide (Ludwigshafen, Deutschland), AppliChem (Darmstadt,
Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Promega (Mannheim, Deutschland),
Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Serva (Heidelberg, Deutschland) oder Sigma Aldrich (Deisenhof, Deutschland)

bezogen.

2.2 Mikroorganismen

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden die in Tabelle 1

aufgelisteten Bakterienstimme verwendet.

Tab. 1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme.

Stamm Genotyp Referenz
JGT7 S. oneidensis MR-1 Venkateswaran et al., 1999
JG407 G. sulfurreducens PCA Caccavo et al., 1994

2.3 Kulturmedien und Wachstumsbedingungen

Alle verwendeten wassrigen Losungen wurden mit zweifach deionisiertem Wasser aus
einer Reinstwasseranlage (PURELAB Plus, Veolia Water Technologies Deutschland,

Celle) hergestellt. Kulturmedien wurden anschlieflend fiir 20 min bei 121 °C und
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1 bar Uberdruck autoklaviert. Anoxische Medien wurden zuvor in mit Septum
verschlossenen Flaschen fiir mindestens 30 min durch alternierende zweiminiitige
Begasungs- (80 % N2/20 % CO3) und Vakuumzyklen anaerobisiert. Thermolabile
Substanzen wurden zu den bereits autoklavierten Medien durch Sterilfilter (0,2 pm,

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) zugegeben.

Zur flissigen Vorkultivierung von S. oneidensis in oxischer Umgebung, wurde LB-
Medium (engl.: lysogeny broth) verwendet. In Tab. 2 ist die Zusammensetzung der

Medien aufgelistet.

Tab. 2: Zusammensetzung der LB-Medien zur Anzucht von S. oneidensis.

Substanz LB LB-Agar
Trypton [g I"!] 10 10
Hefeextrakt [g 1] 5 5
NaCl [g I'!] 5 5
Agar-Agar [g 1'!] - 20

Zur Komplementierung der weiteren Kulturmedien wurden Selenit-Wolframat-Losung
(Tab. 3), Spurenelementlosung (Tab. 4), Vitaminlosung (Tab. 5) sowie Salzlésung
(Tab. 6) benotigt.

Tab. 3: Zusammensetzung der Selenit-Wolframat-Lésung (1000X).

Substanz mg -1 uM
NaOH 500 12,5
Na28e03 3 17
Na2W04 x 2 HQO 4 12

Zur Anzucht anoxischer Vorkulturen von S. oneidensis und G. sulfurreducens wurden

die in Tab. 7 und Tab. 8 aufgefithrten Néhrmedien verwendet.
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Tab. 4: Zusammensetzung der Spurenelementlésung (100X).

Substanz gl mM
Nitriloessigsaure (mit KOH auf pH 6,5) 2,140 11,20
MnCls x 4 H20 0,100 0,51
FeSO4 x 7 H2O 0,300 1,08
CoCly x 6 HoO 0,170 0,71
ZnS04 x 7 H20 0,200 0,70
CuCls x 2 H20O 0,300 1,76
AIK(SO4)2 x 12 HoO 0,005 0,01
H3BO3 0,005 0,08
NaoMoOy4 x 2 H2O 0,110 0,45
NiSO4 x 6 H2O 0,110 0,41
NaoWO4 x 2 H20O 0,200 0,61
pH = T7,0.
Tab. 5: Zusammensetzung der Vitaminlosung (1000X).

Substanz mg I

Biotin 2,0

Folséaure 2,0

Pyridoxin-HCI 10,0

Thiamin-HCI 5,0

Riboflavin 5,0

DL-Ca-Pantothenat 5,0

Nicotinsdure 5,0

Cobalamin 0,1

p-Aminobenzoesaure 5,0

Liponsaure 5,0

Tab. 6: Zusammensetzung der Salzlsung (10X).

Substanz gl mM
KH2POy 0,420 3,09
KoHPO4 0,220 1,26
NH4Cl 0,200 3,74
KCl1 0,380 5,10
NaCl 0,360 6,16
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Tab. 7: Zusammensetzung des Mediums zur anoxischen Kultivierung von S. oneidensis.

Substanz g ! ml I mM
Salzlosung (siehe Tab. 6) 100

NaHCO; 1,800 91,43
NayCO3 0,500 4,72
MgCls x 6 HoO 0,213 1,05
Casaminosauren 1,000

Na-D,L-Laktat (60 %) 13,070 70
Spurenelemente (siehe Tab. 4) 10
Selenit-Wolframat (siehe Tab. 3) 1

Na-Fumarat 11,600 100
HEPES 11,915 50

Anaerobisieren mit 80 % N2 /20 % CO2 und anschliefend autoklavieren. Komple-
mentieren mit 1 ml 0,2 M Na-Ascorbat-Losung und 1 ml 0,4 M CaCls x 2 H5O.
pH = 7.0.

Tab. 8: Zusammensetzung des Mediums zur anoxischen Kultivierung von G. sulfurre-

ducens.
Substanz gl! ml 1! mM
Salzlosung (siehe Tab. 6) 100
NaHCO; 1,800 21,43
NapCO3 0,500 4,72
MgCls x 6 HoO 0,213 1,05
Casaminosiuren 1,000
Na-Acetat 1,230 15
Spurenelemente (siche Tab. 4) 10
Selenit-Wolframat (siche Tab. 3) 1
Na-Fumarat 4,643 40

Anaerobisieren mit 80 % N2/20 % CO2 und anschliefend autoklavieren. Kom-
plementieren mit 10 ml Vitaminlosung (siehe Tab. 5), 1 ml 0,2 M Na-Ascorbat-
Losung und 1 ml 0,4 M CaCls x 2 HoO. pH = 7,0.
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Zur anodischen Kultivierung von S. oneidensis und G. sulfurreducens in der bioelek-
trochemischen Mikrofluidikplattform (siche Abschnitt 2.7) wurden die in Tab. 9 und

Tab. 10 beschriebenen Medien verwendet.

Tab. 9: Zusammensetzung des Mediums zur anodischen Kultivierung von S. oneidensis.

Substanz g ! mi 11 mM
Salzlosung (siche Tab. 6) 100

NaHCOs3 1,800 921,43
NaoCOg 0,500 4,72
MgCly x 6 HyO 0,213 1,05
Casaminosauren 0,100

Na-D,L-Laktat (60 %) 3,730 20
Spurenelemente (siehe Tab. 4) 10
Selenit-Wolframat (siche Tab. 3) 1

HEPES 11,915 50

Autoklavieren und anschlieBend komplementieren mit 10 ml Vitaminlosung
(siehe Tab. 5), 1 ml 0,2 M Na-Ascorbat-Losung und 1 ml 0,4 M CaCly x 2 HO.
pH = 7,0.
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Tab. 10: Zusammensetzung des Mediums zur anodischen Kultivierung von G. sulfurre-

ducens.
Substanz g ! mi 11 mM
Salzlosung (siehe Tab. 6) 100
NaHCOs3 1,800 21,43
NaoCO3 0,500 4,72
MgCls x 6 HoO 0,213 1,05
Casaminoséduren 0,100
Na-Acetat 1,640 20
Spurenelemente (siehe Tab. 4) 10
Selenit-Wolframat (siehe Tab. 3) 1
HEPES 11,915 50

Autoklavieren und anschlieBend komplementieren mit 10 ml Vitaminlosung
(siehe Tab. 5), 1 ml 0,2 M Na-Ascorbat-Losung und 1 ml 0,4 M CaCly x 2 H2O.

pH = 7,0.

Zur biogenen Synthese magnetischer FeS-Nanopartikel durch S. oneidensis wurde

das in Tab. 11 beschriebene Kulturmedium genutzt.

Die Kultivierung von Zellen erfolgte ausgehend von, bei -80 °C cryokonservierten,

Gefrierkulturen. S. oneidensis wurde hierzu zunéchst auf LB-Agar-Platten (Tabelle 2)

ausgestrichen und bei 30 °C inkubiert. Kulturen in LB-Flissigmedien wurden

mit Einzelkolonien von diesen Platten inokuliert und bei 30 °C und 180 rpm

inkubiert. Bei Bedarf wurde anschlieend in anoxisches Vorkulturmedium (Tabelle 7)

iiberfiihrt. Zur Kultivierung von G. sulfurreducens wurden 2 ml einer Cryo-Kultur in

500 ml anoxisches Vorkulturmedium (Tabelle 8) iiberfithrt und bei 30 °C inkubiert.

Aus dieser Kultur wurde bei Bedarf erneut in frisches Medium tuberfiithrt.
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Tab. 11: Zusammensetzung des Mediums zur biogenen Synthese magnetischer FeS-
Nanopartikel durch S. oneidensis.

Substanz g ! mi 11 mM
Salzlosung (siehe Tab. 6) 100

NaHCOs3 1,800 21,43
NagCO3 0,500 4,72
MgCls x 6 HoO 0,213 1,05
Na-D,L-Laktat (60 %) 3,730 20
Spurenelemente (siehe Tab. 4) 10
Selenit-Wolframat (siehe Tab. 3) 1

HEPES 11,915 50

Anaerobisieren mit 80 % N2/20 % COz und anschlieBend autoklavieren.
Komplementieren mit 10 ml anaerobisierter 0,2 M FeCls-Losung und 10 ml
anaerobisierter 0,5 M NagSo0O3-Losung. pH = 7.0.

2.4 Wachstumskurven

Wachstumskurven von S. oneidensis wurden in einem Infinite200Pro Plate Reader
(Tecan Trading AG, Schweiz), bis zum Erreichen der stationédren Phase, durchgefiihrt.
Vorkulturen wurden tiber Nacht in LB-Medium bei 30 °C und 180 rpm inkubiert.
Die Experimente wurden in Quadruplikaten in einer 12-Well-Mikrotiterplatte in
An- und Abwesenheit von 100 pg mlI™! PEDOT:PSS funktionalisierter NPs (siehe
Abschnitt 2.6) im Kulturmedium bei 30 °C und 180 rpm durchgefiihrt. Die optische
Dichte wurde bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODggp) in einem 15-Minuten-
Intervall gemessen, wobei ein Ausgangswert von 0,03 gewéhlt wurde. Die Wells der

Mikrotiterplatte wurden jeweils mit 2 ml Medium befiillt.
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2.5 Bradford-Assay

Um die Zellzahl von S. oneidensis in Medien zur biogenen Synthese magnetischer
Nanopartikel (Tabelle 11) zu bestimmen, konnte nicht auf Messung der optischen
Dichte zuriickgegriffen werden, da die in situ produzierten NPs selbst Licht streuen
und somit die Messung verfilschen wiirden. Aus diesem Grund wurde die Zellzahl
indirekt tber eine Bestimmung des Gesamtproteingehalts nach Bradford (1976)
gemessen. Hierfiir wurden die Proben zunéchst mit NaOH versetzt (Zielkonzentration:
200 mM) und 5 min bei 95 °C lysiert. 20 pl Lysat wurden mit 180 pl Bradfordreagenz
(Tabelle 12) versetzt, resuspendiert und 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau bildet in saurem Milieu Komplexe
mit kationischen und unpolaren Seitenketten der Aminoséuren, was eine Verschiebung
seines Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm zur Folge hat. Mithilfe einer
Eichgeraden beruhend auf einem BSA-Standard bekannter Konzentration, konnen so
die Proteinkonzentrationen der betreffenden Proben bestimmt und verglichen werden.
Die Absorption wurde mit einem iMark™ Plate Reader (Bio-Rad, Feldkirchen) bei

einer Wellenlédnge von 595 nm gemessen.

Tab. 12: Zusammensetzung der Bradford-Losung.

Substanz mg I mi -1
Coomassie-Brillant-Blau G-250 100

Konz. H3POy 100
96 % Ethanol 50

Mit ddHsO auf 1000 ml auffiillen.
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2.6 Vorbehandlung der Nanopartikel

Sofern magnetische NPs extern zugegeben wurden, mussten diese zunéchst in
wéssrigen Medien dispergierbar gemacht werden (Wurst et al., 2024). Hierzu wurden
10 ng steriles Eisennanopulver mit hydrophober Kohlenstoffhiille (> 83 % Fe,
<14 % C, APS < 60 nm; PlasmaChem GmbH, Berlin) zu 1 ml sterilem PEDOT:PSS
(1,5 % in H20, neutral pH, high-conductivity grade; Merck KGaA, Darmstadt)
gegeben. Die Suspension wurde 10 min in einem Ultraschallbad bei Raumtemperatur

inkubiert und anschliefend direkt zur betreffenden Zellsuspension gegeben.

2.7 Bioelektrochemische Mikrofluidikplattform

Die Kultivierung exoelektrogener Biofilme wurde in einer bioelektrochemischen
Mikrofluidikplattform, basierend auf der Arbeit von Hansen et al. (2019) und
weiterentwickelt durch Klein et al. (2024a), durchgefihrt. Alle eingesetzten Mi-
krofluidikreaktoren wurden aus Polydimethylsiloxan (PDMS) gefertigt. Hierfiir kam
das Sylgard® 184 Silicone Elastomer Kit (Dow Corning, Michigan, USA) zum
Einsatz. Das Elastomer wurde in Negativformen aus Messing gegossen und bei einer
Temperatur von mindestens 60 °C iiber einen Zeitraum von einer Stunde ausgehartet.
Der Einsatz von Platzhalterkaniilen ermoéglichte den individuellen Zugang zum
Kultivierungskanal. Zusétzlich wurde eine 10 x 10 mm grofle Aussparung mittig
am Kultivierungskanal geschaffen, welche das nachtrégliche Einsetzen von Graphit-
Elektroden ermoglichte. Dies geschah durch ein weiteres, von oben eingesetztes und
verschraubtes Messingteil. Nach dem Aushérten wurde der Silikonkorper vorsichtig

von der Negativform gelost.
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Abb. 5: Bioelektrochemische Mikrofluidikplattform zur Kultivierung und Analyse
elektroaktiver Biofilme und anodischer Mikrostrukturen. Die mikrofluidische
Kultivierungsplattform ermdéglicht den gleichzeitigen Durchsatz von bis zu sechs Triplikaten
zur kontinuierliche Kultivierung von Biofilmen (a). Durch die Integration eines optischen
Kohérenztomographen in ein Raumportal konnen Mikrostrukturen in situ untersucht
werden. Die mikrofluidischen Reaktoren (b) bestehen aus Polydimethylsiloxan (PDMS),
und der Kanal wird durch Plasmabonding mit einem Glasobjekttriger versiegelt. In der
Mitte des Kanals ist eine 10 x 10 mm grofle Graphitelektrode integriert und weitere Zugénge
ermoglichen das Einfiihren von Kaniilen sowie der Referenzelektrode. Nach Bedarf kann
zusétzlich ein Magnet hinter der Anode platziert werden. Ein Triplikat, jeweils bestehend
aus zwei mikrofluidischen Reaktoren (anodischer und kathodischer Reaktor), passt in eine
Kammer (c), die aus einer Bodenplatte, einem Rahmen und einem Deckel besteht. Der
Deckel ist auf dem anodischen Kompartiment angebracht, damit die Kultivierung unter
anoxischen Bedingungen durchgefithrt werden kann. In d ist ein Foto eines einsatzbereiten
Triplikats zu sehen. Modifizierte Reproduktion nach Klein et al. (2024a).

Die Reaktorunterseite mit dem freiliegenden Kanal wurde durch Sauerstoffplasmabe-
handlung (Plasma Flecto10, Plasma Technology, Herrenberg, Deutschland) kovalent
an einen Glasobjekttrager (1 mm Stérke) gebunden. Die finalen Abmessungen der
gegossenen Reaktoren betrugen 76 mm x 26 mm (Lange x Breite) und entsprachen
damit den Standardmaflen eines herkémmlichen Glasobjekttréigers.

Es wurden zwei verschiedene mikrofluidische Reaktoren hergestellt (Volumen: 354 pl),
welche sich lediglich durch An- und Abwesenheit zweier seitlich vorhandener Platzhal-
terkantilen unterschieden (Abbildung 5b). Reaktoren mit seitlichen Platzhalterkanii-

len wurden im spéteren bioelektrochemischen System (BES) fiir die Arbeitselektroden
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verwendet, wobei ein seitlicher Zugang zur Inokulation der Mikroorganismen genutzt
wurde und der andere Zugang den Einsatz einer selbst hergestellten Ag/AgCl-
(Pseudo)-Referenzelektrode (siche Abschnitt 2.8.3) ermoglichte. In die mittige Aus-
sparung wurde auflerdem eine 10 x 10 x 3 mm Graphit-Polypropylen-Komposit-
Elektrode (Eisenhuth GmbH, Osterode; Material PPG 86) eingesetzt, welche durch
Korundstrahlung aufgeraut wurde. Sofern benotigt, wurden zusitzlich Neodym-
Permanentmagnete (10 x 10 x 1,2 mm, bzw. 10 x 10 x 5 mm) direkt hinter
der Arbeitselektrode platziert. Der Reaktor ohne seitliche Platzhalter diente als
Gegenelektrode im BES und wurde mit einer 10 x 10 x 1 mm Graphitelektrode (Miiller
& Rossner GmbH, Troisdorf) versehen. Um eine zuverldssige elektrische Verbindung
zu einem Potentiostaten (BioLogic VMP-300; Seyssinet-Pariset, Frankreich) zu
ermoglichen, wurden die Graphitelektroden jeweils mit einem Tropfen Silber-Leitlack
an ein Silberblech (0,1 mm; Chempur, Karlsruhe) konnektiert und anschlieBend mit
PDMS verschlossen. Technische Zeichnungen der mikrofluidischen Reaktoren sowie
der zugehorigen GieBformen konnen der Dissertation von Dr. Edina Klein entnommen

werden.

Um anoxische Bedingungen zur Kultivierung der Mikroorganismen zu gewahrleisten,
wurde ein gasdichter Aufbau aus zwei Kammern konzipiert, in dem der anodische
Mikrofluidikreaktor durchgehend einer anoxischen Umgebung aus 80 % N9 und 20 %
COq ausgesetzt wurde, wahrend sich der kathodische Reaktor in oxischer Umgebung
befand. Diese Mikrofluidikplattform wurde so dimensioniert, dass pro Versuchsaufbau
ein biologisches Triplikat, jeweils bestehend aus einem anodischen und einem kathodi-
schen Reaktor, beherbergt werden konnte (Abbildung 5¢, d). Um Echtzeit-Monitoring
via OCT (Abschnitt 2.9.1) zu erméglichen, wurden die mikrofluidischen Reaktoren
mit der Glasseite nach oben platziert. Die Platzhalterkaniilen wurden durch stumpfe

Kaniilen mit einem Innendurchmesser von 0,95 mm (fir Mediumszu- und ablauf) bzw.
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0,57 mm (fiir Inokulation) ersetzt und die Reaktoren tiber Luer-Verbinder, Kaniilen
sowie Silikonschlduche (Carl Roth, Karlsruhe; Innendurchmesser 1 mm) miteinander
verbunden. Ein konstanter Durchfluss von Nahrmedium (Flussrate: 4 ml h™'; hydrau-
lische Retentionszeit: 5,3 min) wurde tiber Reglo ICC Peristaltikpumpen (ISMATEC
Industry Solutions GmbH, Grevenbroich) sichergestellt. Silikonschlauche auierhalb
des Versuchsaufbaus verfiigten tiiber einen Innendurchmesser von 1,5 mm. Zur
Inokulation wurden dariiber hinaus gasdichte Fluorkautschukschléduche (ID: 1,5 mm)
eingesetzt. Vor der Inokulation wurde der Versuchsaufbau fiir mindestens eine Stunde
mit 70 % Ethanol gespiilt und anschliefiend fiir mindestens 12 h mit Kulturmedium
aquilibriert. Die Mikrofluidikplattform wurde bei einer konstanten Temperatur von

30 °C inkubiert.

Als Inokulum dienten in dieser Arbeit Kulturen von S. oneidensis oder G. sulfurre-
ducens, welche vor der Inokulation folgendermafien aufbereitet wurden: S. oneidensis
wurde in 50 ml LB-Medium (Tabelle 2) angeimpft. Nach Inkubation unter Schiitteln
(180 rpm) bei 30 °C iiber Nacht wurde in 200 ml anoxisches Anzuchtmedium
(Tabelle 7) tberimpft und ruhend bei 30 °C iiber Nacht inkubiert. Die Zellen
wurden mit Waschpuffer (1X-Salzlosung; vgl. Tabelle 6) gewaschen, im Medium
zur anodischen Kultivierung (Tabelle 9) resuspendiert und auf eine optische Dichte
(ODgpp) von 2,0 eingestellt. Experimente, bei denen PEDOT:PSS-Aggregate gebildet
werden sollten, wurden hier zusatzlich mit 40 mM Fumarat supplementiert. Sollten
durch S. oneidensis biogene Nanopartikel synthetisiert werden, wurden die Zellen
nach dem Waschen in das dafiir vorgesehene Medium transferiert (Tabelle 11)
und anschlieend fiir weitere 24 h ruhend bei 30 °C inkubiert. In diesem Fall
wurde darauthin direkt ohne weitere Waschschritte in die bioelektrochemische

Mikrofluidikplattform inokuliert.
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G. sulfurreducens wurde fiir 36 h ruhend bei 30 °C in 200 ml anoxischem Vorkul-
turmedium (Tabelle 8) inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin mit Waschpuffer
(1X-Salzlosung; vgl. Tabelle 6) gewaschen, im Medium zur anodischen Kultivierung

(Tabelle 10) resuspendiert und auf eine optische Dichte von 2,0 eingestellt.

Zur Inokulation in die bioelektrochemische Mikrofluidikplattform wurden jeweils
4 ml der betreffenden Kultur iiber Spritzenpumpen mit einer Geschwindigkeit von
2 ml h™! durch den Inokulationsport zugegeben. Wihrend der Inokulation wurde die
Flussgeschwindigkeit der Hauptpumpen von 4 ml h'! auf 2 ml h'! abgesenkt, um

eine gleichbleibende Gesamtflussgeschwindigkeit von 4 ml h™' zu gewéhrleisten.

2.8 Elektrochemische Methoden

2.8.1 Chronoamperometrie

Um die Stromdichten der elektroaktiven Biofilme in der bioelektrochemischen Mi-
krofluidikplattform zu ermitteln und zu vergleichen, wurde auf eine chronoampe-
rometrische Messmethode zurtickgegriffen. Hierzu wurde an der Arbeitselektrode
ein Potential von -0,199 V gegeniiber einer Ag/AgCl(-Pseudo)-Referenzelektrode
angelegt, was 0 V gegentiber einer Standardwasserstoffelektrode (engl.: standard
hydrogen electrode, SHE) entspricht. Die Stromdichte wurde in einem Messintervall
von 60 Sekunden aufgenommen.

Die Herstellung der Ag/AgCl(-Pseudo)-Referenzelektroden (Abschnitt 2.8.3) erfolgte

ebenfalls chronoamperometrisch.
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2.8.2 Cyclovoltammetrie

Zur elektrochemischen Bestimmung der elektroaktiven Oberflache der mit elektrisch
leitfahigen, magnetischen Nanopartikeln erweiterten Anodenoberfliche wurden Cy-
clovoltammetrien (CV) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird das Potential an der
Arbeitselektrode linear verdndert und die zugehorige Stromstéarke gemessen. Sobald
die vorgesehenen Potentialgrenzwerte erreicht sind, wird die Richtung der Potential-
anderung jeweils umgekehrt. In der Regel wird dies fiir drei Zyklen wiederholt und
aus dem resultierenden Voltammogramm lassen sich elektrochemische Eigenschaften

der Elektrolyten oder der Elektroden bestimmen.

Tab. 13: Zusammensetzung der Elektrolytlosung.

Substanz gl! M
K4[Fe(CN)g] 16,463 0,005
KOH 56,11 1

Mit ddH2O auf 1000 ml auffillen.

Um die elektroaktive Oberfliche zu ermitteln, wurden zunachst die funktionalisierten
Nanopartikel (Abschnitt 2.6) unter abiotischen Bedingungen durch den Inokulations-
port in die bioelektrochemische Mikrofluidikplattform (Abschnitt 2.7) eingebracht
und mit einem Magneten (10 x 10 x 1,2 mm) auf der Anodenfléche lokalisiert.
Anschlieflend erfolgte ein Austausch der Inokulationslésung durch den Elektrolyten
(Tabelle 13), gefolgt von einer zweistiindigen Aquilibration. Ab diesem Schritt wurde
im Dunkeln gearbeitet, um eine Zersetzung des Elektrolyten unter Bildung von
Eisen(III)-hydroxid (Fe(OH)3) zu verhindern.
Die Oxidationsreaktion der Hexacyanidoferrate an der Arbeitselektrode lautet wie
folgt:

[Fe(CN)g]t — [Fe(CN)g]* +€ (1)
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Die Reaktion ist diffusionskontrolliert durch die Hexacyanidoferrat-Ionen und weist
eine gute Reversibilitat mit Graphitelektroden auf (McCreery, 2008). Dies bedeutet,
dass das Strommaximum (engl.: peak current, I,) direkt proportional zur elektroak-
tiven Oberfldche der Arbeitselektrode ist, was durch die Randles-Sevcik-Gleichung

zum Ausdruck gebracht werden kann (Zhu und Zhao, 2019):

I, = 268600n2 AD2Cv? 2)

I, [A] représentiert hierbei das Strommaximum, n steht fiir die Anzahl der im
Redoxevent transferierten Elektronen (hier n = 1), A [em?] ist die elektroaktive
Oberfliche, D [cm? s7!] ist der Diffusionskoeffizient (6 x 107 fiir [Fe(CN)%)]*; (Smith
et al., 2015)), C' [mol cm™] ist die Konzentration der redoxaktiven Spezies (hier
5 x 100 fiir [Fe(CN))]*) und v [V s stellt die Vorschubgeschwindigkeit des

Potentials dar (hier v = 0,01 V s7!).

Dariiber hinaus wurden cyclovoltammetrische Messungen eingesetzt, um zu ermitteln,
ob die durch biogene Synthese mittels S. oneidensis erzeugten FeS-Shewanella-
Hybride magnetische und redoxaktive Eigenschaften aufweisen. Hierzu wurde, wie
in Abbildung 6 schematisch dargestellt, vorgegangen. Zunéchst wurde S. oneidensis
mit einer ODggg von 2 im Medium zur biogenen Synthese der FeS-NPs (Tabel-
le 11) fir 24 h bei 30 °C und 180 rpm inkubiert (a). Es konnte ein Farbumschlag
der Suspension zu einer schwarzen Farbung beobachtet werden (b). Anschliefend
wurden 100 pl der Suspension in ein Mikroreaktionsgefafl tiberfiihrt und mit einer
magnetischen Trennvorrichtung gewaschen (c). Hierzu wurde nach Platzieren des
Gefafles in der Trennvorrichtung zunachst 15 min inkubiert und anschlieSend der

Uberstand vorsichtig mit einer Pipette entfernt. Die magnetischen FeS-Shewanella-
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Hybride wurden so durch den Magneten immobilisiert (d). Daraufthin wurde der
magnetische Niederschlag in 20 pl anoxischem PBS (Tabelle 14) resuspendiert.
10 pl der magnetischen Suspension wurden vorsichtig auf eine Dickfilmelektrode aus
Graphit (Metrohm Deutschland GmbH & Co. KG, Filderstadt) pipettiert, welche
zusitzlich mit einem Magneten hinter der Arbeitselektrode ausgestattet wurde, um
die magnetischen Hybride erneut zu immobilisieren (e). Die Dickfilmelektrode wurde
in einer dafiir vorgesehenen Messzelle mit 1 ml anoxischem PBS platziert und die
cyclovoltammetrische Messung wurde durchgefiihrt (f). Die Messung erfolgte in einem
Bereich von - 0,5 V bis + 0,5 V mit einer Vorschubgeschwindigkeit des Potentials
von 0,1 V s7'. Im Fall der Kontrollmessung nach 0 h Inkubationszeit wurde direkt
nach der Inokulation 100 pl der Suspension in ein Mikroreaktionsgefafl iiberfiihrt

und mit einer magnetischen Trennvorrichtung gewaschen.

Abb. 6: Schematische Darstellung des Vorgehens zur cyclovoltammetrischen Analyse
der magnetischen FeS-Shewanella-Hybride. S. oneidensis wurde fir 24 h im
Medium zur biogenen Synthese von FeS-NPs inkubiert (a). Die Bildung der NPs ist
durch eine schwarze Farbung der Suspension erkennbar (b). Die Suspension wurde mit
Hilfe einer magnetischen Trennvorrichtung gewaschen (c), um die magnetischen FeS-
Shewanella-Hybride zu immobilisieren (d). Die erhaltene Suspension konnte daraufhin
auf eine Dickfilmelektrode mit Magnet hinter der Arbeitselektrode pipettiert (e) und eine
cyclovoltammetrische Messung durchgefithrt werden (f).
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2.8.3 Herstellung der Referenzelektroden

Die Ag/AgCl(-Pseudo)-Referenzelektroden der bioelektrochemischen Mikrofluidik-
plattform wurden elektrochemisch hergestellt. Hierzu wurde die bisher bestehende
Methode zur Herstellung jeweils einer Referenzelektrode (Klein et al., 2024a) so
erweitert, dass nun zeitgleich 16 Referenzelektroden produziert werden konnten
(Abbildung 7). Um dies zu erméglichen, wurde ein flacher PDMS-Zylinder (Durch-
messer: 50 mm, Hohe: 10 mm) gegossen, welcher in gleichméfigen Abstédnden entlang
der AuBenseite 16 kleine Aussparungen (Durchmesser: 0,7 mm) sowie mittig eine
grofiere Aussparung (Durchmesser: 5 mm) aufwies. Auf den PDMS-Zylinder wurde
anschliefend eine Kupferfolie, mit denselben kleinen Aussparungen und einer grofferen

mittigen Aussparung, aufgebracht.

In diese wiederverwendbare Apparatur wurden 16 etwa 4 cm lange, in absolutem
Ethanol gereinigte, Stiicke Siberdraht (Durchmesser: 0,8 mm; ChemPur) in die
dafiir vorgesehenen Aussparungen gesetzt, so dass sie nach unten etwa 2,5 cm
iiberstanden. Das obere Ende der Driahte wurde jeweils durch Silberleitlack mit der
Kupferfolie elektrisch konnektiert. In die mittige Aussparung wurde eine kommerziell
erhiltliche Ag/AgCl-Referenzelektrode eingesetzt. Dieser Aufbau wurde daraufhin in
ein Becherglas mit 0,1 M entgaster Salzsaure und einem, an der inneren Wandung
entlang gewundenen, Silberdraht getaucht. Die Oberfliche des Becherglases wurde
mit Stickstoff gespiilt. AnschlieBend wurde an die Kupferfolie (und damit an die
16 Silberdrahtstiicke, welche in diesem Aufbau als Arbeitselektrode fungierten) das
notwendige Potential angelegt. Der gewundene Silberdraht diente als Gegenelektrode.
Bei diesem Aufbau muss beachtet werden, dass die Kupferfolie keinen direkten
Kontakt mit der Salzsédure aufweist sowie kein direkter Kontakt zwischen Arbeits-

und Gegenelektrode besteht.
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Zur Aquilibrierung des elektrochemischen Systems wurde zunéchst fiir 5 min Leer-
laufspannung (engl.: open circuit potential, OCP) und anschlieend fiir 50 min eine
Spannung von 50 mV gegen die Leerlaufspannung angelegt. Die so hergestellten
Ag/AgCl(-Pseudo)-Referenzelektroden wurden getrocknet und bis zur Verwendung
in der bioelektrochemischen Mikrofluidikplattform dunkel und trocken aufbewahrt.

Fir jeden Anodenreaktor wurde jeweils eine neu hergestellte Referenzelektrode

eingesetzt.

Abb. 7: Aufbau der Apparatur zur simultanen Herstellung von 16 Referenzelektroden.
In a und b ist die Apparatur in Draufsicht bzw. Seitenansicht dargestellt. Diese Apparatur
wird in einem modifizierten Becherglas (c) mit einer Silberspirale als Gegenelektrode
platziert. Die elektrische Konnektierung eines Potentiostaten erfolgt wie in d dargestellt.
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2.9 Bildgebende Verfahren

2.9.1 Optische Kohédrenztomographie

Die optische Koharenztomographie (engl.: optical coherence tomography, OCT)
stammt urspriinglich aus der medizinischen Diagnostik. Sie wurde zunéchst in der
Ophthalmologie (Augenheilkunde) zur Erzeugung von 2D- und 3D-Abbildungen
im menschlichen Auge eingesetzt (Fercher et al., 1988), kann aber prinzipiell auch
zur Bildgebung in fast allen streuenden Materialien wie biologischem Gewebe oder
Biofilmen verwendet werden. Das Verfahren ist analog zur Sonographie (Ultraschall-
bildgebung), allerdings wird statt Schall Licht eingesetzt, was durch die kiirzere
Wellenlange eine hohere Auflosung in der Bildgebung ermoglicht. Es handelt sich
hierbei um eine zerstorungsfreie Echtzeit-Messmethode.

Zur OCT wurde ein Ganymede™-Spektraldominensystem (GAN611C1-SP1, Thorl-
abs, Dachau) eingesetzt, welches Infrarotlicht einer zentralen Wellenldnge von 930 nm
(Bandbreite: 100 nm) nutzt. Dies ermoglicht eine verhdltnisméBig hohe Eindringtiefe
von etwa 2 mm in das zu untersuchende Material, bei einer axialen Auflésung von

9,5 pm.

In dieser Arbeit wurde mittels OCT in erster Linie die Assemblierung abiotischer und
biotischer Mikrostrukturen auf Elektrodenoberflichen, welche durch Lokalisation
magnetischer Nanopartikel in einem Magnetfeld ermoglicht wurde, mesoskopisch
untersucht. Messparameter wurden nach Bauer et al. (2019) eingestellt und die
Datensets anschlieflend mit (Fiji Is Just) ImageJ Version 2.1.0/1.53 (Schindelin et al.,
2012) prozessiert. Hohenprofile der mit magnetischen Nanopartikeln strukturierten

Elektrodenoberflichen wurden basierend auf der Prozessroutine von Wagner und
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Horn (2017) generiert. Oberflichenbedeckung und mittlere Hohe der abiotisch
erzeugten anodischen Mikrostrukturen wurden aus diesen Hohenprofilen bestimmt.
Um ihren mittleren Durchmesser zu ermitteln, wurden die Durchmesser von 100
Mikrosdulen via (Fiji Is Just) ImageJ gemessen. Aus den Informationen iiber
Oberflichenbedeckung, mittleren Durchmesser und mittlere Hohe konnte anschlieend
die aktive Elektrodenoberfliche der magnetisch erzeugten mikrostrukturierten 3D-
Anode berechnet werden. Hierbei wurde zur Ndherung angenommen, dass es sich bei

den Mikrosaulen um zylindrische Kérper handelt.

2.9.2 Fluoreszenzmikroskopie

Da Nanopartikel potentiell cytotoxische Eigenschaften aufweisen (Ameen et al., 2021),
wurde mit Zell-Nanopartikel-Agglomeraten eine Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung
(Lebend-Tot-Farbung), gefolgt von fluoreszenzmikroskopischer Analyse durchgefiihrt.
Hierzu wurden 1,5 ul Propidiumiodid (20 mM in DMSO; Invitrogen AG, Carlsbad
CA, USA) sowie 1 ul SYTO9 (5 mM in ddH2O;Invitrogen AG, Carlsbad CA, USA)
in 1 ml frisch hergestelle Zell-Nanopartikel-Suspension in Minimalmedium (Abschnitt
2.6) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 min im Dunkeln inkubiert und
alle folgenden Schritte wurden ebenfalls unter Lichtausschluss ausgefiihrt. Das

Mikroreaktionsgefafl wurde in eine dafiir vorgesehene magnetische Trennvorrichtung

Tab. 14: Zusammensetzung der phosphatgepufferten Salzlosung (PBS, 10X).

Substanz gl! mM
NaCl 80 1368,93
KCl1 2 26,83
NaoHPOy4 14,4 101,44
KHyPOy4 2,4 17,64
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platziert und zweimal mit je 1 ml phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Tabelle 14)
gewaschen, um iiberschiissige Féarbelosung sowie ungebundene Zellen zu entfernen.
10 nl der erhaltenen Suspension wurden auf einen Objekttrager transferiert und mit
einem Deckglas abgedeckt. Anschliefend wurden licht- und fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen mit einem Leica DM5500B Mikroskop, ausgestattet mit Leica K5-
14401820 Kamera und Leica Application Suite X Software Version 3.8.0.26413 (Leica
Microsystems, Wetzlar) erstellt. Die Bilder der Zell-Nanopartikel-Agglomerate wurden
mit dem N PLAN 100x/1.25 Olimmersionsobjektiv (Leica Microsystems, Wetzlar)
aufgenommen.

Zur Bestimmung der Cytotoxizitdt der NPs gegeniiber den eingesetzten Kulturen von
S. oneidensis und G. sulfurreducens wurde die Anzahl der Zellen mit intakter duflerer
Membran (lebend) mit der Anzahl der Zellen mit beschddigter &ulerer Membran
(tot) auf den NP-Agglomeraten verglichen. Das Verhéltnis von lebenden zu toten
Zellen wurde iiber Bildauswertung mittels (Fiji Is Just) ImageJ Version 2.1.0/1.53
ermittelt (Schindelin et al., 2012). Hierzu wurden die aufgenommenen Bilder in ein
8-bit-Format konvertiert, mit einem angemessenen Schwellenwert (0 - 255) binarisiert
und schlussendlich der Anteil lebender und toter Zellen tiber die folgenden Formeln
errechnet:

Pixel
Alebend _ > Pixeliepend 2100 (3>

Y. Pizeljepenag + > Pixelio

Z Pixeltot
Apor = 100 4
tot S Pixelior + 5 Pixeljcpend v (4)
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2.9.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM; engl.: scanning electron microscopy, SEM)
ist ein Verfahren, bei dem die Wechselwirkung eines Elektronenstrahls mit der zu
untersuchenden Probe dazu genutzt wird, eine Abbildung der Probe zu erzeugen.
Als Elektronenquelle dient in der Regel eine Wolfram-Glithkathode.

Das Auflosungsvermogen eines Mikroskops liegt etwa in der Groflenordnung der
Wellenlédnge des verwendeten Strahls. Aufgrund der deutlich kleineren Wellenlange
des verwendeten Elektronenstrahls im Vergleich zu sichtbarem Licht ergibt sich
eine erheblich hohere Auflésung der Rasterelektronenmikroskope im Vergleich zu
Lichtmikroskopen. Moderne REM weisen eine Auflésungsgrenze von etwa 1,0 nm
auf. Die Auflésungsgrenze eines klassischen Lichtmikroskops liegt bei etwa 200 nm.
Das SEM nutzt zur Bildgebung vor allem Riickstreuelektronen und Sekundérelek-
tronen (Abbildung 8), wobei erstere durch elastische und letztere durch inelastische
Streuung von Primarelektronen entstehen. Bei der SEM wird die Probe zur Bildge-
bung abgerastert. Das bedeutet, dass der Bildbereich in einem bestimmten Muster
abgefahren wird und je nach Signalstérke jedem Bildpunkt ein bestimmter Grauton

zugeordnet wird. In dieser Arbeit wurde ein Zeiss Supra 55 VP REM verwendet.

Zur Probenvorbereitung wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen: Nach 40 h
anodischer Kultivierung in der bioelektrochemischen Mikrofluidikplattform wurde
ein G. sulfurreducens-Biofilm mit inkorporierten NPs zunéchst im Anodenreaktor
mit 4 % Formaldehyd in PBS (Tabelle 14) fixiert. Hierzu wurde die Fixierlosung
unter kontinuierlichen Durchflussbedingungen von 4 ml h'! fir 1 h durch den
Reaktor gepumpt, gefolgt von einer schrittweisen Entsalzung mit absolutem Ethanol.
Darauthin wurde die Anode mit darauf befindlichem Biofilm-NP-Hybrid vorsichtig mit

einem Skalpell aus dem Reaktor gehebelt und sofort in einen Hochdruck-Autoklaven
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Abb. 8: Moégliche Wechselwirkung von Elektronen mit Materie. Modifizierte Reproduktion
nach Williams und Carter (2009).

zur iiberkritischen Trocknung mit COs iiberfithrt. Die Trocknung erfolgte bei 40 °C
und 120 bar fiir 1 h, wobei ein konstanter COy-Strom (Flussrate: 80 - 110 g min™!)
gewdhrleistet wurde. Die getrocknete Probe wurde, nach sanftem Druckausgleich,
in einem Exsikkator verschlossen gelagert und vor der REM-Analyse mit Gold

besputtert.

2.9.4 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Die Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) ist eine spektroskopische Ana-
lysemethode zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Elementzusam-
mensetzung einer Probe. Sie kann in bestehende Elektronenmikroskope integriert

werden.

Ein Atom kann unter Beschuss eines Primarelektronenstrahls bei inelastischer
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Entstehung von charakteristischer Rontgenstrah-
lung.

Streuung der Probe ionisiert werden. Es wird also ein Elektron aus dem Atom
herausgeschlagen. Falls dieses eine kernnahe Schale besetzt hat, befindet sich das Atom
nun in einem instabilen Zustand. Deshalb fillt ein Elektron aus einer dufleren Schale
in die innere und fiillt das so entstandene ,,Loch“ auf. Dabei wird Energie frei, welche
entweder in Form von Réntgenstrahlung abgegeben wird, oder durch Ubertragung
an ein anderes Elektron, wobei ein sogenanntes Augerelektron gebildet wird. Dieser
Vorgang ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt. Je hoher die Ordnungszahl eines
Atoms, desto seltener ist die Bildung von Augerelektronen. Somit sind schwerere
Elemente besser zur EDX-Messung geeignet als leichte (Smart und Moore, 1997). Die
frei werdende Rontgenstrahlung ist die Differenz von zwei definierten Energieniveaus
und deshalb charakteristisch fiir jedes Element (West, 1999).

Rontgenstrahlung entsteht zudem als Bremsstrahlung bei elastischer Streuung des
Primarstrahls an einer Probe. Dies fiihrt zur Entstehung eines kontinuierlichen
Untergrundspektrums. Der EDX-Detektor registriert Rontgenquanten, zéahlt deren
Anzahl und misst deren Energie.

Die Benennung der Linien der Ubergénge ist abhingig von der Schale, aus der das
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Elektron entfernt wurde (K, L, M,...) und aus welcher Schale das andere Elektron in
die innere Schale fillt: o bezeichnet einen Ubergang aus der nichsthoheren Schale,
S einen Ubergang aus der Ubernichsten, usw. Mit der Ordnungszahl nimmt die

Energie der Serien (K, L, M,...) zu.
EDX-Untersuchungen wurden an dem bereits oben erwahnten REM Supra 55 VP

der Firma Zeiss mit einem 80 mm? groflem Silizium Drift EDX-Detektor der Firma

Oxford Instruments durchgefiihrt.
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3.1 Assemblierung einer dynamischen 3D-Elektrode

Zur Bildung dynamischer dreidimensionaler, leitfdhiger Strukturen auf einer flachen
Elektrodenfliche wurden magnetische NPs mit einem Eisenkern und einer hydro-
phoben Kohlenstoffhiille als Bausteine gewéhlt (Abbildung 10). Die Kohlenstoffhiille
bietet den Vorteil chemischer Inertheit bei gleichzeitiger elektrischer Leitfahigkeit.
Die hydrophobe Natur der Partikel erforderte jedoch eine passende Oberflachenfunk-
tionalisierung, um eine kontrollierte Dispersion in wassrigen Medien zu ermoglichen.
Hierzu wurde das amphiphile Polymer PEDOT:PSS eingesetzt, was dariiber hinaus
biokompatibel sowie elektrisch leitfahig ist (Stfitesky et al., 2018; Yang et al., 2023;
Salar-Garcia et al., 2020; Zajdel et al., 2018; Tseng et al., 2022). Der Eisenkern
ermoglicht den kontrollierten Aufbau dreidimensionaler Strukturen auf einer frei
wahlbaren Oberfliche, da sich die NPs nur entlang der Feldlinien eines extern

angelegten Magnetfeldes anordnen.

Zur Ermittlung der Ausmafle der dadurch vergréflerten Elektrodenfliche wurde die
NP-Suspension iiber einen Zeitraum von 2 h mit einer Flussrate von 2 ml h™' in
die bioelektrochemische Mikrofluidikplattform injiziert, welche mit Neodym-N52-
Blockmagneten unter den Anoden ausgestattet wurde (vergleiche Abbildung 5b).
Die injizierten NPs wurden durch das Magnetfeld angezogen, was zur Bildung von
mikrostrukturierten Sdulen auf der gesamten Anodenoberflache fiihrte (ergénzendes
Video 1; Link siehe Anhang). Im Anschluss wurde die Elektrodenoberfliche mittels
OCT gescannt und ein Hohenprofil erstellt (Abbildung 10a). Die Bedeckung der

Oberflache durch die Mikrosdulen wurde anhand dieser Hohenkarte bestimmt, wobei
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b seitenansicht
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Abb. 10: Hohenprofil (a) und schematische Darstellung der leitfihigen, magnetischen
Mikrosédulen (b) auf der Anodenoberfliche und die zugehorigen Nanopartikel-
Bausteine (c). Das Hohenprofil (a) zeigt die Anodenoberfliche mit den darauf
assemblierten Mikrosdulen, welche sich entlang der Magnetfeldlinien ausrichten in
Draufsicht. Die Aufnahme wurde durch OCT-Messung und anschliefende Bildbearbeitung
mittels Fiji (Is Just ImageJ) generiert. Eine schematische Darstellung (b) zeigt einige
Mikrosdulen auf der Anode im Seitenprofil sowie ihre mittlere Hohe und mittleren
Durchmesser. Die schematische Darstellung ist aus Griinden der Ubersicht vereinfacht
dargestellt und zeigt deshalb eine hohere Regelméfligkeit als das Hohenprofil. Die einzelnen
NP-Bausteine der Mikroséulen sind in ¢ ebenfalls schematisch dargestellt. Sie tragen einen
magnetischen Eisenkern und eine hydrophobe Kohlenstofthiille.

sich ein Wert von 42,5 % der Gesamtoberfliche ergab. Die Hohenkarte wurde zudem
zur Bestimmung der mittleren Hohe und des mittleren Durchmessers der Mikrosaulen
herangezogen, was in einer Hoéhe von 144,5 + 82,4 pm und einem Durchmesser von
22,4 + 6,6 nm resultierte (siehe Abbildung 10b fir eine schematische Darstellung).
Mit diesen Werten war es moglich, die mittlere elektroaktive Gesamtoberfliche
der Elektrode zu bestimmen. Unter der Annahme einer zylindrischen Form der

einzelnen Saulen ergab sich daraus ein Wert von 3,6 cm? bzw. eine VergroBerung der
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Elektrodenflache um den Faktor 12.

3.2 Disassemblierung der 3D-Elektrode

Nach erfolgreicher Assemblierung der magnetischen Mikrosdulen auf der Anodenober-
flache wurde versucht, eine kontrollierte Bewegung der NPs innerhalb des Reaktors
zu ermoglichen. Zu diesem Zweck wurde eine bewegliche Magnethalterung entwickelt,
die es ermoglichte, den Magneten unterhalb der Anode in der anoxischen Kammer
des BES zu bewegen (ergénzendes Video 2; Link siehe Anhang). Zunéchst wurden
die Mikrosaulen aufgebaut, wobei der Magnet wie zuvor beschrieben unterhalb
der Anode positioniert wurde. Dann wurde der Magnet stromabwérts von der
Anode weghewegt, soweit es die Positionierung innerhalb des Rahmens zulief3. Die
magnetischen Nanopartikel bewegten sich nur geringfiigig, selbst wenn der Magnet
mehrmals hin und her bewegt wurde (ergianzendes Video 3; Link siehe Anhang). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass eine groflere anoxische Kammer erforderlich
ware, um groBere Permanentmagnete weiter von der Anode zu entfernen und so eine

signifikante Bewegung der Nanopartikel zu ermoglichen.

Dennoch wurde ein alternativer Ansatz verfolgt, um die Moglichkeit der Disassem-
blierung der Strukturen zu demonstrieren. Zu diesem Zweck wurde ein zweiter,
starkerer Magnet (Neodym-N42-Blockmagnet; 10 x 10 x 5 mm) gegeniiber des
ersten Magneten, mit dem die Mikrosédulen zunéchst zusammengesetzt wurden, auf
der Oberseite des Mikrofluidikkanals positioniert (erganzendes Video 4; Link siche
Anhang). Sobald der zweite Magnet platziert wurde, konnte OCT nicht mehr zur
Bildgebung verwendet werden, da der obere Magnet eine Beobachtung des Geschehens

verhinderte. Dementsprechend konnten nur die Bilddaten vor Platzierung und nach
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Entfernung des oberen Magneten zur Analyse verwendet werden. Es konnte jedoch
festgestellt werden, dass die NPs nach der Entfernung des oberen Magneten zurtick
auf die Anodenoberfliche gezogen wurden und sich dort erneut zu mikrostrukturierten
Saulen reorganisierten. Dieser Ansatz demonstriert nicht nur die Lokalisation der
NPs auf der Anodenoberfliche, sondern auch die Fahigkeit, sie von der Oberflache
wieder weg- und zurtickzubewegen. Allerdings ist hierfir ein direkter Zugang zum
Anodenreaktor ohne den Rahmendeckel erforderlich (vergleiche Abbildung 5), da der
Abstand des oberen Magneten zur Anode sonst zu grof§ wére. Diese Einschrankung
verhindert die Verwendung des derzeitigen Aufbaus fiir biotische Experimente, da
das Fehlen eines Deckels die Gewédhrleistung einer anoxischen Umgebung unméglich
macht. Aus diesem Grund wurde die Entscheidung getroffen, weitere Experimente
mit einem nicht beweglichen Permanentmagneten durchzufithren, um kontrollierte

Bedingungen zu schaffen.

3.3 Elektrochemische Analyse der 3D-Elektrode

Neben der grafischen Analyse mittels OCT wurde auch eine elektrochemische Analyse
der mikrostrukturierten Anodenoberfliche durchgefithrt. Zunachst wurde hierzu ein
CV der unbehandelten 2D-Anodenoberflache durchgefiihrt, was ein Strommaximum I,
von 0,094 + 0,001 A ergab. Im Anschluss wurde die 3D-Anode mit magnetischen
Mikroséulen assembliert und eine weitere CV durchgefiihrt, was ein Strommaximum I,
von 0,19 4+ 0,0045 A zur Folge hatte (Abbildung 11a). Die ermittelten Strommaxima
konnen zur Berechnung der elektroaktiven Oberflache, mithilfe der Randles-Sevcik-
Gleichung, herangezogen werden, wobei ein Wert von 0,29 + 0,0022 cm? fiir die
elektroaktive Oberfliche der unbehandelten Anode bzw. 0,56 + 0,0065 cm? fiir

die mikrostrukturierte 3D-Anode (Abbildung 11b) ermittelt werden konnte. Dies

47



3 Ergebnisse

lasst darauf schlieflen, dass die durch magnetische NPs gebildeten Mikroséulen die

elektroaktive Oberfliche mindestens um den Faktor 2 vergrofiern.
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Abb. 11: Elektrochemische Analyse der anodischen Oberflichenerweiterung. Cyclovoltam-
metrie der unbehandelten Elektrode (schwarz) und der mikrostrukturierten 3D-Elektrode
(rot, a). Die erhaltenen Strommaxima I, erméglichen die Berechnung der elektroaktiven
Elektrodenoberfliche durch die Randles-Sevcik-Gleichung (b). Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichung von I, aus drei CV-Zyklen.Die Sternchen zeigen signifikante
Unterschiede zur Kontrolle an (ungepaarter ¢-Test: ** = p < 0,01).

3.4 Viabilitatsassays elektroaktiver Zellen auf

Nanopartikel-Aggregaten

Nach erfolgreicher Erweiterung der elektroaktiven Anodenoberfliche mit leitfahigen,
magnetischen Mikrosdulen wurden die NPs auf ihre Eignung als Tréiger fiir die
elektroaktiven Modellorganismen S. oneidensis und G. sulfurreducens untersucht.
Dazu wurde ein Zellviabilitdtstest durchgefiihrt, um mogliche zytotoxische Effekte
der NPs qualitativ und quantitativ zu beobachten. Wie in Abbildung 12 zu sehen
ist, scheinen die Partikel keine schwerwiegenden negativen Auswirkungen auf die
Lebensfahigkeit der Zellen zu haben, da bei G. sulfurreducens 90 + 3 % und bei
S. oneidensis 79 + 11 % der an die NP-Agglomerate gebundenen Zellen leben. Au-

Berdem wurden Wachstumskurven von S. oneidensis in Gegenwart und Abwesenheit
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von PEDOT:PSS-funktionalisierten NPs im Nahrmedium erstellt. Die Experimente
zeigten keine signifikanten Unterschiede im Wachstumsverhalten mit ji,a- Werten
von 0,24 + 0,01 h! fiir S. oneidensis ohne NPs bzw. 0,23 + 0,03 h! fiir S. oneidensis
mit NPs (Abbildung Al, Experimente wurden in Quadruplikaten durchgefiihrt,
ungepaarter t-Test: p > 0,5). Die NPs eignen sich daher nicht nur als konduktive
Erweiterung der Elektrodenoberfliche in abiotischen Versuchen, sondern auch fiir
die Anwendung in BES. Dartiber hinaus kénnen die NP-Aggregate als steuerbares
Tragermaterial fungieren, um Zellen an einem gewtinschten Ort, z. B. einer Anode,

zu lokalisieren, ohne das Zellwachstum zu behindern.

100+

» [o2] @
o o o

N
o

Lebende/Tote Zellen [%]

O 4
G. sulfurreducens  S. oneidensis

Abb. 12: Viabilitdtsassays von G. sulfurreducens (a) und S. oneidensis (b) auf
magnetischen, leitfihigen Nanopartikel-Aggregaten. b zeigt die relative Verteilung
lebender und toter Zellen, wihrend a und ¢ mikroskopische Aufnahmen der lebenden
(griin) und toten (rot) Zellen darstellen. Der weifle Balken in a und c weist eine Linge
von 20 pm auf. Die Fehlerbalken in b reprisentieren die Standardabweichung technischer
Triplikate.

3.5 Magnetische Nanopartikel optimieren die

BES-Performance

Die Verwendung von NP-Aggregaten als steuerbares Triagermaterial in BES wurde
mit den elektroaktiven Modellorganismen S. oneidensis und G. sulfurreducens

getestet. In beiden Féllen wurde die NP-Suspension direkt vor der Inokulation zur
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Abb. 13: Vergleich der Stromdichten mit und ohne Zugabe magnetischer, leitfahiger
NPs fiir S. oneidensis und G. sulfurreducens. In den Feldern a, ¢ und e sind
die Stromdichten fiir S. oneidensis fiir drei Bedingungen dargestellt: ohne NP-Zugabe
(Kontrolle I), mit NP-Zugabe, aber ohne einen Magneten unter der Anode (Kontrolle IT),
und mit NP-Zugabe und einem unter der Anode platzierten Magneten (3D-Elektrode). In
den Feldern b, d und f sind die Stromdichten fir G. sulfurreducens unter zwei Bedingungen
dargestellt: ohne NP-Zugabe (Kontrolle) und mit NP-Zugabe und einem Magneten
unterhalb der Anode (3D-Elektrode). a und b zeigen die Stromdichte von S. oneidensis
bzw. G. sulfurreducens iiber die Zeit. In ¢ und d sind die mittleren Stromdichten der
beiden Mikroorganismen nach 40 h aufgetragen, wihrend e und f die Stromdichten im
Steady-State zeigen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von Triplikaten
und im Falle der Kontrolle IT von Duplikaten dar. Sternchen stehen fiir signifikante
Unterschiede zu Kontrolle I bzw. Kontrolle (ungepaarter ¢-Test: ** = p < 0,01).
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Zellsuspension gegeben. Zunachst wurde die erzeugte Stromdichte von S. oneidensis
ohne Zugabe von Nanopartikeln (Kontrolle I) mit der Stromdichte von S. oneidensis
mit zugesetzten Nanopartikeln, jedoch ohne einen unter der Anode positionierten
Magneten (Kontrolle IT), verglichen. Zusétzlich wurde auch mit einem Experiment
verglichen, bei dem sowohl Nanopartikel zugesetzt wurden als auch ein Magnet

vorhanden war (Abbildung 13a, c, e).

Die Stromdichte mit der mikrostrukturierten 3D-Anode war wihrend des gesamten
Experiments (40 h) hoher als die Kontrollen, wobei die Steady-State-Stromdichte
im Vergleich zur Kontrolle I (mit klassischer zweidimensionaler Anode) durchweg
signifikant héher war. Die mittlere Stromdichte betrug 0,67 & 0,13 pA cm™ verglichen
mit einer mittleren Stromdichte von 0,13 + 0,046 pA cm™ fiir das Experiment der
Kontrolle I, bzw. 0,25 + 0,10 pA c¢cm™ fiir Kontrolle II. Die Zugabe von NPs ohne
Magnet unter der Anode scheint also schon eine leicht positive Auswirkung auf die
mittlere Stromdichte zu haben, jedoch ist die Erhéhung nicht signifikant (ungepaarter

t-Test: p > 0,1).

Bemerkenswert ist auch, dass bei S. oneidensis die maximale Stromdichte bereits
direkt am Ende der Inokulation erreicht wird (2 h, Abbildung 13a). Da S. oneidensis
ein eher schlechter anodischer Biofilmbildner ist und vergleichsweise geringe Strom-
dichten erreicht, stammt dieser Peak hochstwahrscheinlich von den durchgespiilten
planktonischen Zellen, die auf die Anode als Elektronensenke angewiesen sind. Mit der
Zeit werden die planktonischen Zellen jedoch mit dem Medienstrom ausgewaschen. Die
komplexere dreidimensionale mikrostrukturierte Anode scheint die planktonischen
Zellen langer zuriickzuhalten als die 2D-Anode der Kontrollversuche. Dies fithrt
dazu, dass mehr planktonische Zellen die Anode iiber einen ldngeren Zeitraum

als Elektronensenke nutzen konnen. SchliefSlich werden nach etwa 10 h auch die
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planktonischen Zellen von der 3D-Anode ausgewaschen und von diesem Zeitpunkt
an bleiben die verbleibenden an der Anode haftenden Zellen iibrig, um Elektronen

auf die Elektrode zu iibertragen und einen Biofilm zu bilden.

Ein anderes Verhalten wurde bei G. sulfurreducens beobachtet. Hier fiihrten die
Mikrosaulen nicht zu einer signifikanten Verdnderung der Steady-State-Stromdichte
(ungepaarter ¢-Test: p > 0,05), die Anlaufzeit wurde jedoch drastisch verkiirzt, sodass
die Plateauphase bereits nach 18 h, verglichen mit 72 h im Kontrollexperiment,
erreicht wurde. Es wurde also eine 4-fache Verkiirzung der Anlaufzeit erreicht. Dies
hat auch einen signifikanten Einfluss auf die mittlere Stromdichte nach 40 h, wo die
mikrostrukturierte Anode Werte von 150,59 + 8,02 pA c¢m™ erreichte, verglichen
mit einer mittleren Stromdichte von 7,86 + 3,77 pA cm™ im Kontrollexperiment

(Abbildung 13b, d, f).

In Abbildung 14 sind dariiber hinaus REM-Aufnahmen eines G. sulfurreducens-
Biofilms prasentiert, welcher auf einer mikrostrukturierten 3D-Anode gewachsen ist.
Es ist anzunehmen, dass die fiir die Elektronenmikroskopie erforderliche Praparation
der Probe die Struktur des Biofilms beeinflusst hat, jedoch ist die Bedeckung einer
in der Abbildung hervorgehobenen Mikrosdule durch den Biofilm (gelb) deutlich
erkennbar. Es lassen sich lediglich vereinzelte Bereiche ohne Bedeckung (magenta)
ausmachen, was darauf hindeutet, dass die Zellen zur Bildung von Biofilmen entlang
der gesamten Mikrosdulenstrukturen befdhigt sind.

Dartiber hinaus konnte iiber eine EDX-Analyse bestétigt werden, dass die Mikrosaulen

tatsachlich aus den eingesetzten NP-Bausteinen mit Eisenkern und Kohlenstoffhiille

bestehen (Abbildung A2).
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Abb. 14: REM-Aufnahme eines mikrostrukturierten anodischen G. sulfurreducens-
Biofilms. Ubersichtsaufnahme mit einer Vielzahl an Mikroséulen (a), Zoom auf eine
Mikrosdule (b, d) und weiterer Zoom auf einige NP-Bausteine, die nicht von Biofilm
bedeckt sind (c, €). Der grofite Teil der Mikrosédulen ist mit Biofilm bedeckt und es sind
auch einzelne G. sulfurreducens-Zellen erkennbar. Zur besseren Sichtbarkeit wurde in d
und e die Biofilm-Matrix auf der Mikrosdule gelb und die NPs magenta eingeférbt.

3.6 Kombination mit PEDOT:PSS-Aggregaten sorgt fiir

weiter gesteigerte S. oneidensis-Performance in BES

Um zu untersuchen, ob die von S. oneidensis produzierte Stromdichte durch eine
weitere Vergroflerung der leitfihigen Oberfliche verbessert werden kann, wurde
ein Gemisch aus leitfahigen magnetischen NPs, PEDOT:PSS-Aggregaten und Zell-
suspension direkt vor Inokulation in das BES frisch hergestellt. Die PEDOT:PSS-
Aggregate, welche sich in Gegenwart von Fumarat im Vorkulturmedium bilden,
sollten als synthetische, leitfahige Biofilm-Matrix fiir S. oneidensis, welche sich in

den Mikrostrukturen auf der Anodenoberfliche verfangen konnten, dienen.

Wie in Abbildung 15a und b gezeigt wird, war die produzierte Stromdichte im Ver-

gleich zum Experiment, bei dem dem Inokulum nur PEDOT:PSS-Aggregate und keine
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NPs zugesetzt wurden, deutlich erh6ht. Die mittlere Stromdichte erreichte nach 40 h

3,58 & 0,91 pA cm, verglichen mit 0,16 + 0,037 pA cm™ im Kontrollexperiment.

Bei nédherer Betrachtung des Optimierungsfaktors fiir die Steady-State-Stromdichte
(Abbildung 15c¢) zeigt sich, dass sowohl die Zugabe von NPs ohne Magnet unter der
Anode (II) als auch die Zugabe von PEDOT:PSS-Aggregaten ohne NPs (III) keinen
signifikanten Einfluss haben, wiahrend die Zugabe von magnetischen, leitfahigen
NPs und die anschlieBende Bildung von Mikrosdulen auf der Anodenoberfliche
(Abbildung 15¢-1V) die Steady-State-Stromdichte um den Faktor 4,52 + 1,06 deutlich
verbessert. Die Kombination von PEDOT:PSS-Aggregaten und magnetischen, leitfa-
higen Mikrosaulen fiihrt zu einem noch hoheren signifikanten Optimierungsfaktor

von 21,89 + 7,41 (Abbildung 15¢-V).
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Abb. 15: Kombination der magnetischen, leitfihigen NPs mit PEDOT:PSS-Aggregaten
sorgt fiir weiter gesteigerte S. oneidensis-Performance in BES. a zeigt die
Stromdichte {iber die Zeit fiir den Fall, dass nur PEDOT:PSS-Aggregate zugegeben werden
sowie fiir den Fall der Zugabe einer Kombination aus magnetischen, leitfdhigen NPs und
PEDOT:PSS-Aggregaten. In b sind die entsprechenden mittleren Stromdichten nach
40 h zu sehen. Zusétzlich sind die Optimierungsfaktoren der Steady-State Stromdichte
im Vergleich zu Kontrolle I (keine NP-Zugabe; I) fiir Kontrolle II (NP-Zugabe ohne
Magnet; IT), fiir die Zugabe von nur PEDOT:PSS-Aggregaten (keine NP-Zugabe; III), fiir
die Zugabe von nur magnetischen, leitfahigen Nanopartikeln (IV) und fir die Kombination
von Nanopartikeln und PEDOT:PSS-Aggregaten (V) dargestellt (c). Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung von Triplikaten und fiir Kontrolle II von Duplikaten.
Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede im Vergleich zum Experiment der
Kontrolle I (ungepaarter t-Test: ** = p < 0,01).
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3.7 Untersuchung des Einflusses von durch S. oneidensis

biosynthetisierten FeS-NPs auf die BES-Performance

Nach den erfolgreichen Versuchen zur Optimierung der Performance von S. oneidensis
und G. sulfurreducens in BES mittels extern zugegebener kommerziell erhaltlicher
magnetischer NPs, sollte in einem néchsten Schritt untersucht werden, ob es dariiber
hinaus auch moglich ist, Shewanella selbst zur Synthese magnetischer NPs zu nutzen
und diese im BES einzusetzen. Hierzu sollte die bereits bekannte Fahigkeit zur
Reduktion metallischer Vorstufen unter Bildung von NPs durch S. oneidensis genutzt

werden (vergleiche Abschnitt 1.2.1).

Als proof of principle wurde die Bildung von FeS-NPs gewéhlt. Diese Partikel weisen
nach nasschemischer Synthese superparamagnetische Eigenschaften auf (Malek et al.,
2018), sollten sich also grundséitzlich zur geplanten Anwendung eignen. Dartiber
hinaus ist bereits eine Syntheseroute von FeS-NPs durch S. oneidensis-gestiitzte
Reduktion von FeCls und NayS203 bekannt (Fu et al., 2021; Dang et al., 2021; Yu
et al., 2020). Hierzu miissen die beiden Edukte als einzige Elektronenakzeptoren im
Medium vorliegen und nach etwa 24 h Inkubationszeit sind sie vollstdndig zu FeS-NPs
umgesetzt. In der Literatur ist dariiber hinaus beschrieben, dass die FeS-NPs im
Periplasma und in der dufleren Membran lokalisiert sind und den Elektronentransfer
verbessern sollen, was bereits unter anderem zu besseren Umsatzraten bei der
Reduktion von Cr(VI) zu Cr(III) oder besserer Performance (in Kombination mit
anderen Optimierungen) im BES fithrte (Fu et al., 2021; Yu et al., 2020). Hierbei
wurde bisher jedoch nicht auf die potentiellen magnetischen Eigenschaften der NP-
Mikroorganismus-Hybride eingegangen. Diese Wissensliicke sollte im Rahmen dieser

Arbeit gefiillt werden.
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3.7.1 FeS-Shewanella-Hybride weisen magnetische Eigenschaften auf
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Abb. 16: Hohenprofile der mit einem schwécheren (a) und stirkeren (b) Magneten auf
der Anodenoberfliche assemblierten FeS-NPs. Das obere Hohenprofil (a) zeigt
die Anodenoberfliche, jedoch keine darauf assemblierten Mikrostrukturen. Unter der
Anode war hier ein NdFeB-Permanentmagnet mit einer Grofle von 10 x 10 x 1,2 mm
platziert. Das untere Hohenprofil (b) zeigt die Anodenoberflache mit darauf assemblierten
Mikrostrukturen. Unter der Anode war hier ein NdFeB-Permanentmagnet mit einer Grofie
von 10 x 10 x 5 mm platziert.

Zur biogenen Synthese magnetischer FeS-NPs durch S. oneidensis wurde das in
Tabelle 11 beschriebene Kulturmedium genutzt. Das Medium wurde mit einer ODggg
von 2 beimpft und fiir 24 h bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. Die Bildung von
FeS-NPs war erkennbar durch eine tiefschwarze Farbung des Mediums. Um die
erzeugten Partikel auf ihre magnetischen Eigenschaften zu untersuchen, wurden sie in
die bioelektrochemische Mikrofluidikplattform fiir 2 h mit einer Flussrate von 2 ml h™!
injiziert. Unter der Anode wurde entweder ein NdFeB-Permanentmagnet mit einer
GroBe von 10 x 10 x 1,2 mm (Abbildung 16a), wie er auch in den vorausgegangenen
Experimenten mit den kommerziell erhéaltlichen NPs bisher eingesetzt wurde, oder
ein stérkerer Magnet mit einer Grofie von 10 x 10 x 5 mm (Abbildung 16b) platziert.
Nach vollendeter Injektion wurden die Elektrodenoberflachen mittels OCT analysiert,

um zu untersuchen, ob eine Assemblierung von FeS-Shewanella-Hybriden innerhalb
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des Magnetfelds stattgefunden hat.

Aus Abbildung 16b wird ersichtlich, dass es generell moglich ist, die FeS-Shewanella-
Hybride mit einem geeigneten Magneten auf der Anode zu immobilisieren. Je-
doch scheint ihr Magnetismus schwécher ausgeprigt zu sein als bei den in den
vorausgegangenen Experimenten eingesetzten kommerziell erhéltlichen magnetischen
NPs. Dementsprechend wird zur Lokalisation auf der Anode ein stéarkerer Magnet
benotigt, welcher deshalb in den folgenden Experimenten weiterhin eingesetzt wurde.
Des Weiteren erscheint die dynamische Anodenerweiterung weniger gleichméflig
strukturiert und weniger Raum einnehmend als beim Einsatz der kommerziell

erhaltlichen NPs.

Dariiber hinaus wurde eine elektrochemische Analyse der immobilisierten magneti-
schen FeS-Shewanella-Hybride durchgefiithrt, um zu ermitteln, ob diese auch redox-
aktiv sind (vergleiche Abschnitt 2.8.2; Abbildung 17). Nach 24-stiindiger Inkubation
im Medium zur Synthese biogener FeS-NPs (Tabelle 11; Abbildung 17, schwarz) ist
ein klarer wiederkehrender Reduktionspeak bei etwa - 350 mV (vs. Ag/AgCl) zu
erkennen, wobei der zugehorige Oxidationspeak nicht klar zuzuordnen ist, vermutlich
jedoch im Bereich von etwa 300 mV liegt. Beim Kontrollexperiment wurde die
elektrochemische Analyse direkt nach Inokulation der Zellen in das Medium zur
Synthese biogener FeS-NPs durchgefithrt (Abbildung 17, rot). In diesem Fall ist
keine magnetische redoxaktive Spezies detektierbar. Die initialen Leermessungen der

beiden Dickfilmelektroden kénnen in Abbildung A3 eingesehen werden.
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Abb. 17: Elektrochemische Analyse der FeS-Shewanella-Hybride. Cyclovoltammetrie der
mit einem Magneten auf einer Dickfilmelektrode immobilisierten FeS-Shewanella-Hybride
nach 0 h (rot) bzw. 24 h (schwarz). Direkt nach Inokulation in das Medium zur Synthese
biogener FeS-NPs liegen noch keine magnetischen Partikel im Medium vor (rot; Kontrolle
(0 h)). Nach 24-stiindiger Inkubationszeit kénnen durch Cyclovoltammetrie jedoch mit

dem Magneten immobilisierte redoxaktive Substanzen nachgewiesen werden (schwarz;
FeS-Shewanella-Hybride (24 h)).

3.7.2 Zellviabilitatsassay der FeS-Shewanella-Hybride

Nachdem erfolgreich gezeigt werden konnte, dass auch die FeS-Shewanella-Hybride
mithilfe eines Magneten auf der Anode als Erweiterung der elektroaktiven Oberflache
lokalisiert werden kénnen, wurden die Hybride einem Zellviabilitatstest unterzogen,
um eine etwaige Toxizitét der FeS-NPs auf die Zellen zu eruieren. Wie in Abbildung 18
zu sehen ist, scheinen die Partikel keine negativen Auswirkungen auf die Lebensfahig-
keit der Zellen zu haben, da kein Propidiumiodid-Signal (roter Kanal) zu erkennen
ist. Aulerdem wurde iiber ein Bradford-Assay die Gesamtproteinkonzentration und
damit indirekt die Zellzahl vor und nach 24-stiindiger Inkubation im Medium zur
biogenen Synthese von FeS-NPs bestimmt, wobei keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden konnten (Experimente wurden in Triplikaten durchgefiihrt, unge-
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paarter ¢-Test: p > 0,5). Die Zellen bleiben also lebensfihig und die Zellzahl bleibt

wahrenddessen nahezu konstant.

Abb. 18: Viabilitatsassays der FeS-Shewanella-Hybride. Mikroskopische Aufnahme der Zellen
eingebettet in biogen synthetisierte magnetische Partikelagglomerate. a zeigt den griinen,
b den roten und ¢ den Phasenkontrast-Kanal, wahrend in d das iiberlagerte Bild der
drei Kanéle dargestellt ist. Der weifle Balken weist jeweils eine Lange von 20 pm auf. Die
FeS-Biosynthese scheint keinen negativen Effekt auf die Zellviabilitdt zu haben.

3.7.3 FeS-Shewanella-Hybride verbessern BES-Performance

Schliellich sollte evaluiert werden, ob die magnetischen FeS-Shewanella-Hybride
zudem einen positiven Einfluss auf die Stromdichte im BES haben. S. oneidensis
wurde hierzu fiir 24 h mit einer ODggg von 2 im Medium zur biogenen Synthese der
FeS-NPs inkubiert und anschliefend direkt in die bioelektrochemische Mikrofluidik-
plattform inokuliert. Hierbei wurde einmal kein Magnet unter der Anode platziert

(Kontrolle IT) und einmal wurde ein starker Magnet unter der Anode platziert

60



3 Ergebnisse

(+ Magnet; Abbildung 19).

Die erzeugte Stromdichte wurde iiber 40 h gemessen und dariiber hinaus mit
S. oneidensis ohne Zugabe von Nanopartikeln (Kontrolle I, vergleiche Abschnitt
3.5) verglichen. Die Stromdichte der FeS-Shewanella-Hybride war mit und ohne
Magnet wahrend des gesamten Experiments hoher als die des konventionellen
S. oneidensis-Experiments (Kontrolle I). Die Steady-State-Stromdichte im Vergleich
zur Kontrolle I (mit klassischer zweidimensionaler Anode) lag fiir Kontrolle II
bei 0,25 + 0,05 pA c¢cm™ und war damit signifikant hoher als bei Kontrolle I
(ungepaarter t-Test: p < 0,5). Der Zusatz eines Magneten und die damit verbundene
verbesserte Immobilisierung auf der Anode erhohte die Steady-State-Stromdichte
weiter signifikant auf einen Wert von 0,39 & 0,001 pA ¢cm™ (+ Magnet; ungepaarter
t-Test: p < 0,1). Die mittlere Stromdichte betrug jeweils 0,22 4+ 0,03 pA cm™ ohne
Magnet bzw. 0,62 & 0,013 pA cm™ mit Magnet. Auch in diesen Experimenten wurde
die maximale Stromdichte von S. oneidensis bereits direkt am Ende der Inokulation

erreicht (2 h, Abbildung 19a).
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Abb. 19: Vergleich der Stromdichten der FeS-Shewanella-Hybride mit und ohne Einsatz
eines Magneten. In den Feldern a, b und c sind die Stromdichten von S. oneidensis fiir
drei Bedingungen dargestellt: ohne NPs (Kontrolle I, vergleiche Abschnitt 3.5), mit biogen
synthetisierten FeS-NPs; aber ohne einen Magneten unter der Anode (Kontrolle IT), und
mit biogen synthetisierten FeS-NPs und einem unter der Anode platzierten Magneten
(+ Magnet). a zeigt die Stromdichten von S. oneidensis tiber die Zeit. In b sind die mittleren
Stromdichten nach 40 Stunden aufgetragen, wihrend c die Stromdichten im Steady-
State zeigen. Die Fehlerbalken stellen im Fall von Kontrolle I die Standardabweichung
von Triplikaten und im Falle der FeS-Shewanella-Hybrid-Experimente von Duplikaten
dar. Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede zu Kontrolle I (ungepaarter ¢-Test:
*=p < 0,05; ¥ = p < 0,01).
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4.1 VergroBerung der elektroaktiven Elektrodenoberflache

mittels leitfahiger, magnetischer Nanopartikel

Wie aus Abbildung 10 ersichtlich wird, fithrt die Verwendung magnetischer, leitfahiger
NPs als Bausteine zur Bildung von strukturierten Mikrosdulen zu einer VergroBerung
der anodischen Oberfliche. Die OCT-Analyse ergab eine Vergréflerung um etwa
den Faktor 12 fir die gewahlten Versuchsbedingungen. Durch Anpassung von
NP-Konzentration, Durchflussrate, Magnetfeld usw. konnen wahrscheinlich auch
anders dimensionierte Strukturen auf der Anode assembliert werden. Zusétzlich
wurde die mikrostrukturierte Elektrode elektrochemisch mittels CV untersucht
und mit einer unbehandelten flachen Anodenoberflache verglichen (Abbildung 11).
Dieses Experiment ergab durch Berechnung iiber die Randles-Sevcik-Gleichung
eine verdoppelte elektroaktive Oberflache. Dies deutet zunéchst darauf hin, dass
die erzeugten Mikrosdulen tatséchlich elektrisch leitfahig sind und die verfiigbare
elektroaktive Oberflache vergrofern. Wéren die eingesetzten NPs nicht elektrisch mit
der Anode verbunden, dann wére eine geringere Stromdichte im Vergleich zum Kon-
trollexperiment zu erwarten, da die gebildeten Strukturen dann die Anodenoberfliche
blockieren und damit die verfiighare Oberflache verringern wiirden. Da das Gegenteil
der Fall ist (hoheres Strommaximum bei CV nach Ausbildung der 3D-Elektrode),
kann davon ausgegangen werden, dass die NPs tatséchlich die elektroaktive Oberflache

vergroflern.

Der Unterschied in der mittels OCT und CV ermittelten Oberflache kénnte auf
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mehrere Griinde zuriickzufiihren sein. Ein Faktor hierbei ist, dass bei der CV der
beobachtete Strom durch die Diffusion des Elektrolyten zur Elektrode bestimmt wird,
wodurch eine Diffusionsschicht um die Elektrodenoberflaiche herum entsteht. Daher
hat die CV bei der Analyse von 3D-Elektroden ihre Grenzen und misst hauptséchlich
die Elektrodenfliche der Aulenkontur dieser Diffusionsschicht und erfasst kleinere
Hohlrdume im Zentrum der Elektrodenstruktur nicht (Barnes et al., 2014). Das
bedeutet, dass die tatsichliche elektroaktive Oberfliche hochstwahrscheinlich grofier
ist, als durch CV ermittelt. Nichtsdestotrotz ist diese Technik niitzlich, da sie eine
qualitative Aussage tiber die Vergroferung der elektroaktiven Oberfliche erlaubt.
Auflerdem ist es moglich, dass die mittels OCT-Analyse ermittelte Oberflache nicht
durchgingig elektroaktiv ist und dass es Mikrosdulenbereiche gibt, die mittels
OCT messbar sind, aber nicht unbedingt elektrisch mit der Elektrode verbunden
sein miissen. Insgesamt ist es schwierig, die vergroflerte elektroaktive Oberflache
genau zu bestimmen, aber die beiden Werte, die mittels OCT und CV ermittelt
wurden, markieren wahrscheinlich die &ufleren Grenzen der tatsiachlichen Zunahme

der elektroaktiven Oberflache.

4.2 Magnetische Nanopartikel-Ageregate fungieren als

steuerbares Tréagermaterial fiir Mikroorganismen

Nach erfolgreicher abiotischer Assemblierung und Charakterisierung der dynami-
schen mikrostrukturierten 3D-Elektrode, wurden die NP-Agglomerate mittels ei-
nes Zellviabilitdtstests mit den elektroaktiven Mikroorganismen S. oneidensis und
G. sulfurreducens auf ihre Zytotoxizitat untersucht. Beide Spezies haften spontan

an den Agglomeraten und zeigen mit 79 % bzw. 90 % lebenden Zellen eine hohe
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Lebensfiahigkeit (Abbildung 12). Da die Partikel leitfdhig und magnetisch sind und
keine wesentliche Zytotoxizitdt aufweisen, eignen sie sich besonders gut als lenkbares
Tragermaterial fiir elektroaktive Mikroorganismen. In dieser Studie war das Ziel die
Anordnung auf einer Elektrode, jedoch kénnten die Nanopartikel-Mikroorganismus-
Hybride auf jede beliebige Oberfliche gelenkt werden, sodass eine schnelle und
kontrollierte Bildung von (nicht notwendigerweise anodischen) Biofilmen an jedem
gewtinschten Ort moglich ist. Die einzige Voraussetzung ist das Vorhandensein eines
Magnetfelds, entlang dessen Feldlinien sich die Agglomerate orientieren konnen, das
heiflt entweder muss ein Magnet hinter der zu behandelnden Oberflache platziert

werden oder die betreffende Oberfliche selbst muss magnetisch sein.

Die Ergebnisse aus den abiotischen Experimenten zur Disassemblierung der Mi-
krosaulen mit einem beweglichen Magneten oder einem zweiten Magneten zeigen
deutlich, dass die Partikel nach ihrer anfanglichen Assemblierung bei Bedarf neu
positioniert werden kénnen. Jedoch wére es sinnvoll, hierfiir eine grofiere Infrastruktur
rund um die bioelektrochemische Mikrofluidikplattform zu entwickeln, um entweder
Elektromagneten, die ein- und ausgeschaltet werden kénnen, oder groflere Dauerma-
gneten zu integrieren und so biotische Experimente zu ermoglichen, die bedeutendere

strukturelle Verdnderungen der Nanopartikelarchitektur beinhalten.

4.3 Mikrostrukturierte 3D-Elektrode optimiert elektroaktive

Biofilme

Folglich wurden die Nanopartikel-Mikroorganismus-Hybride in die bioelektrochemi-

sche Mikrofluidikplattform inokuliert, um ihre Auswirkungen auf die Stromdichte-
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produktion zu untersuchen. S. oneidensis ist dafiir bekannt, lediglich vergleichsweise
dinne Biofilme auf Anoden auszubilden (Klein et al., 2024a; Kitayama et al.,
2017). Durch die Bildung der mikrostrukturierten 3D-Anodenoberfliche wurde der
Organismus in seiner Fahigkeit, Strom zu produzieren, deutlich verbessert. Dies war
jedoch nicht der Fall, wenn NPs ohne einen unter der Anode platzierten Magneten
hinzugefiigt wurden. Dies lasst den Schluss zu, dass nur eine Kombination aus
magnetischen, leitfahigen NPs und einem extern angelegten Magnetfeld zu der fast
b-fachen Leistungssteigerung des Biofilms fithrt. Der Magnet ist als Verankerungs- und
Strukturierungsmerkmal der dynamischen 3D-Elektrode, bestehend aus einzelnen,
magnetischen, leitfahigen NPs, demnach unerlésslich. Unter der Annahme, dass die
Organismen auch auf den leitfadhigen Mikrosdulen lediglich einen diinnen Biofilm
bilden konnen, steht die Verbesserung um etwa Faktor 5 im Einklang mit der

ermittelten VergrofSerung der elektroaktiven Anodenoberflache.

Um die begrenzte Fahigkeit der Organismen zur anodischen Biofilmbildung weiter
zu iiberwinden, wurden PEDOT:PSS-Aggregate eingesetzt und zusammen mit
NPs und S. oneidensis in die bioelektrochemische Mikrofluidikplattform inoku-
liert. PEDOT:PSS sollte als synthetische, leitfahige Biofilm-Matrix dienen und die
Bakterien nicht nur direkt auf der Anoden- oder Mikrosdulenoberflache, sondern
auch innerhalb der PEDOT:PSS-Agglomerate, die in den Mikrosdulen verwoben
wurden, beherbergen. Die magnetisch gesteuerte Bildung dieses dreidimensionalen
halbsynthetischen Biofilms fiihrte zu einem signifikanten Optimierungsfaktor der
stationdren Stromdichte von 21,89 + 7,41 im Vergleich zur Kontrolle. Wurden
dem S. oneidensis-Inokulum nur PEDOT:PSS-Aggregate zugesetzt, wurde keine
signifikante Anderung der Steady-State-Stromdichte im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet. Der Grund dafiir ist wahrscheinlich, dass in dem Durchflusssystem

zunichst kein Mechanismus vorhanden ist, um die PEDOT:PSS-Aggregate auf der
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Anode zu halten. Die Kombination mit magnetisch leitfahigen NPs hingegen fithrt zu
einem Einschluss von PEDOT:PSS-Aggregaten, die direkt mit der Anodenoberflache

verbunden sind und darauf immobilisiert werden.

Die Kombination beider Materialien fiihrt dementsprechend zu einer weiteren Ver-
groBerung der elektroaktiven Oberfliche, wobei die PEDOT:PSS-Aggregate offenbar
eine betrachtliche Menge an S. oneidensis-Zellen beherbergen. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit der von Zajdel et al. (2018) vorgestellten Arbeit, bei der ein
mehrschichtiger Biofilm auf PEDOT:PSS-Basis auf einer Anode elektropolymerisiert

wurde, was zu einer 20-fachen Erhohung der Stromdichte fiihrte.

In einer kiirzlich veroffentlichten Studie erzielten Tseng et al. (2022) eine bis zu
178-fache Steigerung der Stromdichte mit einer komplexeren Oberflichenfunktionali-
sierung einer Indium-Zinn-Oxid-(ITO)-Elektrode, die zusitzlich zu PEDOT:PSS mit
Poly(2-hydroxyethylacrylat) (PHEA) und einer Polydopaminschicht vernetzt war. Der
Optimierungsfaktor ist nur schwer mit den Ergebnissen dieser Studie zu vergleichen,
da ITO ein sehr glattes Material ist, das im Vergleich zu rauen Kohlenstoffelektroden
die Bildung von Biofilmen generell erschwert und unterschiedliche Prozessparameter
gewahlt wurden. Es ist jedoch denkbar, dass dieselbe Beschichtung der in dieser
Studie verwendeten NPs die erzeugte Stromdichte weiter erhohen konnte, auch wenn

dies eine komplexere Vorbehandlung der NPs erfordern wiirde.

Die in der hier vorliegenden Arbeit eingesetzten kleineren Bausteine bestehen aus
magnetischen, leitfihigen NPs und vorpolymerisierten PEDOT:PSS-Aggregaten
und bieten Potenzial fiir eine hohere Vielseitigkeit und Wiederverwendbarkeit in
potentiellen Anwendungen, da es durch ihre modulare Anordnung moglich ist, die

Materialien durch den Einsatz eines geeigneten Magnetfeldes zu entfernen, neu
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anzuordnen und zuriickzugewinnen. Die Aussicht auf magnetische halbsynthetische
Biofilme, welche durch den Einsatz geeigneter, raumlich und zeitlich veranderlicher
Magnetfelder in einem neuen Mafl kontrollierbar werden, konnte zusatzlich dazu
beitragen, vorherrschende Engpésse wie Substratlimitierungen durch eine gesteuerte
Reorganisation der Mikroorganismus-NP-Hybride auf der Anodenoberfliche zu iiber-
winden. Zukiinftige Studien auf diesem Gebiet konnten sich auf solche abstimmbare

Biofilme und ihre Auswirkungen auf die Produktivitit konzentrieren.

Vergleichbar mit Kabelbakterien ist es ebenfalls denkbar, die Hybride aus S. oneiden-
sis und leitfahigen, magnetischen NPs zum Elektronentransport tiber lange Distanzen
zu nutzen und dadurch unabhingig von der Anwendung im BES Substratgradienten
zu iiberwinden (Abbildung 20). Der Langstreckenelektronentransfer in Kabelbakterien
wurde 2010 entdeckt und ist bisher noch nicht vollstandig aufgeklart (Nielsen
et al., 2010; Bjerg et al., 2018). Es gilt jedoch als erwiesen, dass die Bakterien
kabelartige Filamente von iiber einem Zentimeter Lange bilden. Innerhalb dieser
Filamente teilen sich die individuellen Zellen ein gemeinsames Periplasma, welches
elektrisch leitfahige Proteinfasern enthalt (Boschker et al., 2021). Diese ungewohnliche
Morphologie ermoglicht Kabelbakterien den Transport respiratorischer Elektronen
iiber Zentimeter-Distanzen und befahigt sie zur Oxidation von Schwefelwasserstoff
(H2S) in anoxischem Sediment. Die zugehorige Reduktion findet hingegen raumlich
getrennt im oxischen Sediment statt. Diese Eigenschaft ermoglicht theoretisch die
Uberwindung von Substratgradienten und ist dementsprechend interessant fiir die
Anwendung in biotechnologischen Reaktoren (Xiong et al., 2024). Kabelbakterien
erweisen sich bisher jedoch als &uflerst schwierig kultivierbar in Reinkultur, was die
genetische Zugénglichkeit und generelle industrielle Anwendung folglich erheblich

einschréankt (Thorup et al., 2021).
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Abb. 20: Schematische Darstellung zum Vergleich des Elektronentransfers iiber lange
Distanzen bei Kabelbakterien und bei S. oneidensis mittels leitfdhiger
nanostrukturierter Mikrosdulen. Kabelbakterien sind natiirlicherweise befdhigt,
Elektronen mittels periplasmatischer leitfahiger Filamente {iber Zentimeter-Distanzen zu
transportieren und so rdumliche getrennte Redoxreaktionen zu ermdglichen. S. oneidensis
kann durch den Einsatz extrazelluldrer magnetischer, leitfdhiger, nanostrukturierter
Mikrosdulen ebenfalls dazu befdhigt werden, Elektronen iiber ldngere Distanzen zu
transportieren. Die Abbildung ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht mafstabsgetreu
und soll den Mechanismus des Elektronentransfers schematisch darstellen.

Eine Alternative hierzu kénnten S. oneidensis-Biofilme auf den in dieser Arbeit
vorgestellten magnetischen, leitfahigen nanostrukturierten Mikrosaulen bieten. Natiir-
licherweise ist S. oneidensis nur zum direkten Elektronentransfer tiber kurze Strecken
fahig. Durch die extrazellulare Erweiterung der Elektronentransportkette konnten in
dieser Arbeit vermutlich Langstreckentransporte in einem Maflstab von tiber 100 pm
ermoglicht werden. Auch léngere Entfernungen sind denkbar, miissten jedoch auf ihre
Umsetzbarkeit untersucht werden. Die verbesserten Umsatzraten im BES sind bereits

ein proof of principle des Elektronentransports iiber fiir Shewanella verhéltnismafig
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lange Strecken. S. oneidensis als bereits gut erforschter, exoelektrogener, genetisch
zuganglicher, fakultativ anaerober Organismus bietet sich als idealer Kandidat zur

Erforschung und potentiellen Anwendung in produktiven Biofilmsystemen an.

Dartiber hinaus konnte in Experimenten mit Kabelbakterien bereits gezeigt werden,
dass sich in der anoxischen Zone rund um die Kabelbakterien eine Vielzahl anderer
Bakterien konzentriert, welche vermutlich tiber Shuttle-Molekiile respiratorische
Elektronen an die Kabelbakterien iibertragen und so ebenfalls vom Langstrecken-
elektronentransport profitieren (Bjerg et al., 2023). Auch S. oneidensis scheint zum
direkten Interspezies-Elektronentransfer befdhigt und kénnte somit in Mischkulturen
als Drehscheibe fiir den Abtransport metabolisch anfallender Elektronen dienen

(Dubé und Guiot, 2015; Klein et al., 2024a).

Bei G. sulfurreducens fiihrten die Mikrosaulenstrukturen auf der Anode hingegen
nicht zu einer signifikanten Verdnderung der Steady-State-Stromdichte im Vergleich
zur Kontrolle. Bei Geobacter scheint die Anodenarchitektur keine entscheidende
Rolle zu spielen, und die Oberflachenrauheit der Elektrode wirkt sich bei diesem
Organismus kaum auf die Steady-State-Stromdichte aus. Eine Studie von Kipf
et al. (2018), die sich mit verschiedenen Anodenmaterialien fir G. sulfurreducens
befasste, fithrte zu demselben Ergebnis. Andererseits wurde in einer Studie von
Champigneux et al. (2018) eine Erhohung der Stromdichte fiir G. sulfurreducens
durch Nano-/Mikrostrukturierung von Goldelektroden mit Goldmikrosdulen von
100 x 100 pm Querschnitt, 500 pm Hoéhe und einem Abstand von 100 - 200 pm
erreicht. Dieser, im Vergleich zur vorliegenden Studie, groflere Abstand ermdoglichte
eine bessere Substratdiffusion, die der begrenzende Faktor fiir die Verbesserung der
Stromproduktion der dickeren Geobacter-Biofilme zu sein scheint. Daher scheinen

weniger dicht gepackte Mikrosaulen fiir die Leistungsoptimierung dieses Organismus
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von Vorteil zu sein, wiahrend bei S. oneidensis das Gegenteil der Fall zu sein scheint.

In den Experimenten mit G. sulfurreducens wurde die Steady-State-Stromdichte
jedoch schon nach 18 h, im Vergleich zu 72 h in der Kontrolle, erreicht. Diese 4-fache
Beschleunigung der Anlaufzeit ist wahrscheinlich darauf zurtickzufithren, dass die
leitfahigen, magnetischen NPs als lenkbares Tragermaterial fungieren und aktiv mit
einem Magneten auf die Anodenoberfliche gezogen werden kénnen, was letztendlich
zu einer erhohten Anzahl von Mikroorganismen, die direkt nach der Inokulation
auf der Anodenoberfliche immobilisiert werden, fithrt. Nach Champigneux et al.
(2018) scheint auch die Aufrauung der Elektrodenoberfliche eine Rolle bei der
Verkiirzung der Anlaufzeit zu spielen. Diese erhebliche Verkiirzung der Anlaufzeit
ist besonders vorteilhaft fiir mogliche Anwendungen in der Verfahrenstechnik, wo
Zeitverzogerungen zu einer geringeren Produktivitat und damit zu einem Wertverlust

im Prozess fiithren.

4.4 FeS-Shewanella-Hybride zeigen magnetische und

elektroaktive Eigenschaften

In einer weiterfithrenden Studie sollte untersucht werden, ob statt extern zugegebener
kommerziell erhéltlicher magnetischer NPs auch durch S. oneidensis biogen syntheti-
sierte NPs zur gezielten magnetischen Lokalisation auf einer Elektrode genutzt werden
konnen. Hierzu wurde die bereits bekannte Fahigkeit des Organismus zur Bildung
von FeS-NPs durch Reduktion der einzigen im Medium vorhandenen terminalen
Elektronenakzeptoren FeCls und NagSoOs3 zurtickgegriffen (Fu et al., 2021; Dang

et al., 2021; Yu et al., 2020). Die NPs werden sowohl intra- als auch extrazellular
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gebildet und befinden sich vorrangig auf der &uleren Membran. Obwohl diese Partikel
superparamagnetische Eigenschaften aufweisen kénnen (Malek et al., 2018), wurde
auf die Moglichkeit zur Manipulation der Organismen mittels Magnetfeldern bisher
kein Wert gelegt. Um dies zu untersuchen, wurden die FeS-Shewanella-Hybride in die
bioelektrochemische Mikrofluidikplattform inokuliert und unter der Anode wurden
Magnete mit einer Grofle von 10 x 10 x 1,2 mm bzw. 10 x 10 x 5 mm angebracht.
Ersterer wurde auch in den vorausgegangenen Experimenten mit den kommerziell
erhéltlichen NPs eingesetzt, letzterer erzeugt ein stiarkeres Magnetfeld. Die nach
vollendeter Inokulation durchgefithrte OCT-Analyse (Abbildung 16) ergab, dass es nur
mit dem starkeren Magneten moglich ist, die FeS-Shewanella-Hybride in signifikanter
Zahl zu immobilisieren. Dies bedeutet zunéachst, dass es grundséatzlich moglich ist, mit
S. oneidensis aus ionischen Edukten magnetische NPs zu synthetisieren und diese auch
gezielt zu lokalisieren. Die FeS-NPs weisen jedoch eine geringere Magnetisierbarkeit
als die kommerziellen NPs mit Eisenkern und Kohlenstofthiille auf. Diese Erkenntnis
deckt sich mit den von Malek et al. (2018) ermittelten superparamagnetischen

Eigenschaften der FeS-NPs.

Da die FeS-NPs vorrangig auf der auleren Membran und im Periplasma gebildet
werden (Fu et al., 2021), kann davon ausgegangen werden, dass S. oneidensis
dadurch selbst zumindest in starken Magnetfeldern ausgerichtet werden kann. Die
Fahigkeit von Lebewesen, sich am Magnetfeld der Erde zu orientieren, wird auch
als Magnetotaxis bezeichnet (Blakemore, 1975). Es ist denkbar, dass auch die FeS-
Shewanella-Hybride durch die magnetischen Eigenschaften der FeS-NPs magnetotak-
tische Eigenschaften gewinnen, ohne dass die Organismen iiber die hierzu eigentlich
notwendigen Magnetosomen, welche jeweils einen schwachen Permanentmagneten
aus Magnetit (Fe3O4) oder Greigit (Fe3S4) enthalten, verfiigen (Bazylinski et al.,

1994). Da die FeS-NPs jedoch lediglich superparamagnetisch sind, kommt die
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Magnetotaxis vermutlich nur in starkeren extern angelegten Magnetfeldern und
nicht im Erdmagnetfeld zum Tragen. Zur Uberpriifung dieser Hypothese kénnte in
zukiinftigen Experimenten das Bewegungsverhalten der FeS-Shewanella-Hybride in

Magnetfeldern untersucht werden.

Ein Vergleich der auf der Anode immobilisierten Mikrostrukturen aus FeS-Shewanella-
Hybriden mit den aus den kommerziell erhéltlichen NPs gebildeten Mikrosaulen
(Abbildung 10a) macht auBerdem deutlich, dass die FeS-Shewanella-Hybride we-
niger strukturiert und kleiner sind. Auch dies ist vermutlich auf die schwéchere

Magnetisierbarkeit der Partikel zuriickzufiihren.

Eine elektrochemische Analyse der immobilisierten magnetischen FeS-Shewanella-
Hybride mittels Cyclovoltammetrie ergab auflerdem einen klar erkennbaren, wieder-
kehrenden reduktiven Peak bei einem Potential von etwa - 350 mV (vs. Ag/AgCl,
Abbildung 17). Dies deckt sich mit Literaturdaten zur CV von FeS-NPs, welche
ebenfalls einen Reduktionspeak bei diesem Potential mit derselben Vorschubgeschwin-

digkeit feststellen konnten (Helz et al., 2011).

4.5 FeS-NPs zeigen keine Cytotoxizitat

Nachdem festgestellt wurde, dass auch durch S. oneidensis biosynthetisierte magne-
tische NPs zur Immobilisierung genutzt werden konnen, wurden die FeS-Shewanella-
Hybride einem Zellviabilitatstest unterzogen, um potentielle cytotoxische Eigen-
schaften der intra- und extrazellular gebildeten Partikel auf die Mikroorganismen zu
ermitteln. Wie Abbildung 18 zu entnehmen ist, konnten keine negativen Auswirkungen

auf die Viabilitat festgestellt werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Yu
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et al. (2020), wo ebenfalls FeS-Shewanella-Hybride erzeugt wurden, diese jedoch
zuvor zusatzlich mit einer Polydopaminschicht funktionalisiert wurden. Auch in
diesem Fall konnte kein negativer Einfluss auf die Zellviabilitat festgestellt werden.
Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen auflerdem, dass die Zellen in verhdltnisméafig
grofle Agglomerate von extrazellularen biosynthetisierten Partikeln eingebettet sind.
Vermutlich liele sich die Zahl der intrazellular synthetisierten magnetischen NPs
sowie ihre Groflenverteilung durch Anpassung der Prozessparameter noch weiter
optimieren (Dang et al., 2021).

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass sich die Zellzahl nach 24-stiindiger
Inkubation im Medium zur biogenen Synthese der FeS-NPs nicht signifikant verandert

hat.

4.6 FeS-Shewanella-Hybride verbessern die Performance im

BES

Die Inokulation der FeS-Shewanella-Hybride in die bioelektrochemische Mikrofluidik-
plattform sollte schliefilich Aufschluss dariiber geben, ob durch die Ausbildung von
FeS-NPs der Elektronentransfer auf eine Elektrode verbessert werden kann. Wie in
Abbildung 19 gezeigt, resultiert schon die Inokulation der FeS-Shewanella-Hybride
(Kontrolle IT) in einer etwa 1,7-fachen signifikanten Erhohung der Steady-State-
Stromdichte, ohne dass ein Magnetfeld angelegt wurde. Dies ldsst sich vermutlich
durch einen verbesserten Elektronentransfer erklaren, welcher durch die intrazelluléar
gebildeten FeS-NPs erméoglicht wurde. Fu et al. (2021) konnten durch Experimente mit
Deletionsmutanten zeigen, dass die Kinetik der Reduktion von Cr(VI)-Spezies durch

FeS-Shewanella-Hybride im Vergleich zum Wildtyp verbessert werden konnte und
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dass die FeS-NPs wohl ¢-Typ-Cytochrome der Elektronentransportkette substituieren
oder neue eigenstandige Elektronentransportketten bilden konnen (Abbildung 21).
Dementsprechend ist die erhohte Stromdichte erwartbar und deckt sich mit bisherigen

Erkenntnissen.

Eine Inokulation der FeS-Shewanella-Hybride mit zuséitzlich unter der Anode positio-
niertem Magneten (+ Magnet) hatte eine weitere signifikante Erhéhung der Steady-
State-Stromdichte um etwa den Faktor 2,6 zur Folge. Das angelegte Magnetfeld hat
also ebenfalls einen positiven Effekt auf die Stromdichte, was vermutlich durch die
erhohte aktive Elektrodenoberfliche durch immobilisierte extrazelluldre magnetische
FeS-NPs sowie eine verbesserte Lokalisation der Mikroorganismen auf der Anode
erklart werden kann.
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Abb. 21: Schematische Darstellung des klassischen EET bei S. oneidensis (a) und der
von Fu et al. (2021) vorgeschlagene EET der FeS-Shewanella-Hybride (b).
Die biosynthetisierten FeS-NPs kénnen ¢-Typ-Cytochrome der Elektronentransportkette
substituieren oder neue eigensténdige Elektronentransportketten bilden. Modifizierte
Reproduktion nach Fu et al. (2021).

Der erzielte Optimierungsfaktor von 2,6 ist den Optimierungsfaktoren von 4,5

(kommerzielle magnetische, leitfdhige NPs; Abbildung 15¢-IV) bzw. 21,9 (Kom-
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bination kommerzieller NPs mit PEDOT:PSS-Aggregaten; Abbildung 15¢-V) zwar
unterlegen, jedoch zeigt dieser proof of principle, dass es moglich ist, die BES-
Performance von S. oneidensis durch biogen synthetisierte magnetische NPs zu
verbessern. Der Optimierungsfaktor kann voraussichtlich durch Feinabstimmung
der Prozessparameter weiter nach oben getrieben werden. Dartiber hinaus ist eine
Kombination der FeS-Shewanella-Hybride mit den kommerziell erhéltlichen NPs
denkbar, um noch héhere Ausbeuten zu erzielen. Die FeS-NPs dienen dann vorrangig
zum effizienteren Elektronentransport durch das Periplasma und auf extrazellulére
Akzeptoren, wohingegen die kommerziell erhéltlichen magnetischen, leitfadhigen NPs
mit Eisenkern und Kohlenstoffhiille in erster Linie zur Ausbildung der dynamischen

dreidimensionalen Erweiterung der Elektrodenoberfliche dienen wiirden.
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5 Fazit und Ausblick

In dieser Studie wurde eine kiirzlich beschriebene bioelektrochemische Mikroflui-
dikplattform zur Biofilmkultivierung und -analyse (Klein et al., 2024a) verwendet,
um die Bildung leitfihiger, magnetischer Mikrosaulen zu untersuchen, die durch
leitfihige, magnetische NPs auf einer Elektrodenoberfliche aufgebaut wurden, sowie
deren Auswirkungen auf anodische Biofilme von S. oneidensis und G. sulfurreducens
zu untersuchen. Die Bewertung der Cytotoxizitdt der NPs ergab vernachlassigbare
Auswirkungen auf die Zellviabilitdt und die Anwendung magnetischer, leitfdhiger NPs
fithrte bei beiden Organismen zu einer verbesserten Leistung in einem BES. Insbeson-
dere bei S. oneidensis fithrte dies zu einer signifikanten, fast 5-fachen Verbesserung der
Steady-State-Stromdichte, die durch die Kombination mit PEDOT:PSS-Aggregaten
auf das fast 22-fache gesteigert wurde. Trotz dieser erheblichen Verbesserung blieb
die stationdre Stromdichte bei etwa 1,6 % im Vergleich zu G. sulfurreducens, was
auf weiteres Optimierungspotenzial zur Steigerung der Produktivitidt von anodi-
schen S. oneidensis-Biofilmen hinweist. Im Fall von G. sulfurreducens wurde eine
4-fache Verkiirzung der Anlaufzeit, aber keine Erhohung der stationdren Stromdichte
beobachtet, wenn die kommerziell erhéltlichen leitfihigen, magnetischen NPs als

steuerbare Trager verwendet wurden.

Dariiber hinaus konnte in einem proof of principle gezeigt werden, dass es moglich ist,
durch biogene Synthese magnetische FeS-NPs herzustellen. Die dadurch gebildeten
FeS-Shewanella-Hybride lassen sich ebenfalls durch extern angelegte Magnetfelder
manipulieren und gezielt lokalisieren, wobei eine mehr als 2,5-fache signifikante

Leistungssteigerung im BEs erzielt werden konnte.
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Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass magnetische, leitfahige NPs
als kosteneffiziente und einfach zu handhabende Erweiterung bereits bestehender
BES dienen koénnen, wobei lediglich ein Magnetfeld an der betreffenden Elektrode
erforderlich wére. Dieses Verfahren lasst sich vermutlich auf andere elektroaktive,
biofilmbildende Mikroorganismen tibertragen. Einschliefilich moglicher Anwendungen

im aufkommenden Feld der Elektrosynthese.

Die in dieser Arbeit erzielten Resultate tragen nicht nur zum besseren Verstandnis
des extrazellularen Elektronentransports in elektroaktiven Biofilmen bei. Sie zeigen
des Weiteren Moglichkeiten zur biosynthetischen Optimierung bestehender BES
auf molekularer Ebene auf, ohne dass auf gentechnische Methoden zuriickgegriffen

werden muss und eroffnen Raum fiir weiterfithrende Arbeiten unterschiedlicher Art.

So kann unter anderem die Funktionalisierung der extern eingesetzten magnetischen
NPs forciert werden. Hier wére beispielsweise der Einsatz des SpyTag/SpyCatcher-
Systems denkbar, welches die irreversible Konjugation rekombinanter Proteine durch
die Bindung einer intermolekularen Isopeptidbindung erlaubt (Zakeri et al., 2012).
SpyCatcher konnte auf den NPs immobilisiert und SpyTag durch den Einsatz
gentechnischer Verfahren in einem membransténdigen Oberflachenprotein, wie MtrC,
verankert werden. Dies wiirde eine kovalente Bindung der leitfdhigen NPs in moglichst
unmittelbarer Nahe zur Elektronentransportkette des Organismus bedeuten und
vermutlich zur besseren Anhaftung und einem verbesserten Elektronentransport

fithren.
Zuktnftige Arbeiten zu diesem Thema kénnten auch darauf abzielen, die Nutzbarkeit

des angelegten Magnetfelds zu erweitern. In dieser Studie wurden Permanentmagneten

zur Erzeugung des Magnetfelds verwendet. Ein Ersatz durch Elektromagneten kénnte
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die Kontrollierbarkeit und Vielseitigkeit des Systems weiter erh6hen. Durch die Appli-
kation eines rdumlich und zeitlich variierenden Musters von Magnetfeldern kénnten die
leitfahigen magnetischen Mikrosdulen beispielsweise einer permanenten bzw. zyklisch
wiederkehrenden Umstrukturierung unterliegen, was die Diffusion des Substrats zur
Elektrodenoberflache verbessern kénnte. Vergleichbare Erfolge erzielten Demirors
et al. (2021), denen es gelang, sogenannte weiche Magnetteppiche herzustellen und

darauf Flissigkeitstropfchen mit einem sich verdnderlichen Magnetfeld zu steuern.

Den vielleicht vielversprechendsten Ansatz zur Fortfithrung bietet vermutlich die Kom-
bination von FeS-Shewanella-Hybriden mit den extrazellulér zugesetzten kommerziell
erhéltlichen magnetischen NPs. So konnen dynamische, steuerbare 3D-Elektroden
erzeugt werden, welche auflerdem auf molekularer Ebene moglichst gut mit den
elektroaktiven Mikroorganismen vernetzt sind. Die Adressierung dieses Engpasses
sollte zu einer weiteren Leistungssteigerung anodischer Shewanella-Biofilme fiihren
und so der Performance von Geobacter ein weiteres Stiick naherkommen. Der Einsatz
dieser Technologie sollte dariiber hinaus in produktiven Biofilmsystemen unabhangig
von BES niher untersucht werden, da er ein einzigartiges Werkzeug zur Uberwindung

von Substratgradienten darstellen konnte.
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Anhang

Die ergianzenden Videos 1 - 4 konnen unter folgender DOI abgerufen werden:

https://doi.org/10.15480/882.14901.
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Abb. Al: S. oneidensis Wachstumskurven in An- und Abwesenheit magnetischer,
leitfdhiger NPs mit Eisenkern und hydrophober Kohlenstoffthiille. Es konnte
kein signifikanter Unterschied im Wachstumsverhalten festgestellt werden. Experimente
wurden in Quadruplikaten durchgefithrt (ungepaarter t-Test: p > 0,5).
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Anhang

EDS-Uberlagerungsbild 3
- -

Elektronenbild

10pm

Abb. A2: EDX-Analyse einer Mikrosdule des anodischen G. sulfurreducens Biofilms. a
zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme und b die zugehérige EDX-Analyse. Es ist
ersichtlich, dass die Mikrosdulen aus den eingesetzten NP-Bausteinen mit Eisenkern und
Graphithiille aufgebaut sind.
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Abb. A3: Leermessungen vor der elektrochemischen Analyse der FeS-Shewanella-
Hybride. Cyclovoltammetrie der Dickfilmelektroden bevor die immobilisierten FeS-

Shewanella-Hybride nach 0 h (rot), bzw. 24 h (schwarz) vermessen wurden. Beide
Elektroden zeigen leer keine Anwesenheit redoxaktiver Spezies.
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