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Zusammenfassung

Mikrobielle elektrochemische Systeme (MES) reprasentieren eine duflerst vielseitige
Plattformtechnologie mit enormem Potenzial fiir die Entwicklung einer nachhaltigen
Biookonomie, wobei die industrielle Umsetzung dieses Potenzials einen kritischen Fo-
kus auf die Biofilmoptimierung erfordert. Um in der Lage zu sein, Biofilmentwicklung
und Stromproduktion direkt miteinander zu korrelieren sowie die Biofilmaktivitét
raumlich aufzulésen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine mikrofluidische Kulti-
vierungsplattform mit integrierter automatisierter dreidimensionaler Bildgebung
etabliert. Die Validierung der Plattform erfolgte durch Untersuchung einer Mo-
dellgemeinschaft aus Geobacter sulfurreducens und Shewanella oneidensis. Hierbei
konnte eine Co-Abhéngigkeit festgestellt werden, in der G. sulfurreducens auf die
Néhrstoffversorgung durch S. oneidensis angewiesen ist, wahrend S. oneidensis
seinerseits die von G. sulfurreducens entwickelte leitfahige Biofilm-Matrix nutzt und
so einen direkten Interspezies-Elektronentransfer (DIET) zur Anode durchfiihrt.
Dartiber hinaus wurde der Einfluss verschiedener genetischer Faktoren auf die
Biofilmentwicklung von S. oneidensis fundamental untersucht. Als Wirtsstamm
fiir diese Untersuchungen wurde S. oneidensis MR-1 A\ genutzt, basierend auf der
Hypothese, dass die AX-induzierte Reduktion der extrazelluldren polymeren Substan-
zen (EPS) den Elektronentransport durch den Biofilm deutlich vereinfacht. Durch
die Untersuchung verschiedener genetischer Faktoren konnte nachgewiesen werden,
dass unter oxischen Bedingungen andere regulatorische Routinen die Biofilmbildung
zu bestimmen scheinen, wohingegen unter anoxischen Bedingungen mit Fumarat als
Elektronenakzeptor sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede zu den
Kontrollstimmen festgestellt werden konnten. Unter Verwendung einer Anode als
terminalem Elektronenakzeptor fithrten die Co-Uberexpression von wbpA und wbpP,
die Uberexpression von bpfA, eine punktmutierte bpfG-Variante sowie die einfache
Zugabe eines leeren Plasmidvektors zur 1,67 - 1,85-fachen Erhohung der mittleren
Stromdichte. Zusammengefasst konnten im Rahmen dieser Arbeit Schliisselfaktoren
der anaeroben Biofilmbildung identifiziert und naher charakterisiert werden, was eine
Grundlage fiir die Kultivierung von Biofilmen mit optimierten benutzerdefinierten

Eigenschaften darstellt.



Abstract

Microbial electrochemical systems (MES) represent a highly versatile platform techno-
logy with an immense potential for the development towards a sustainable bioeconomy,
whereby the industrial realization of this potential requires a critical focus on biofilm
optimization. In order to be able to directly correlate biofilm development and current
production as well as spatially resolve biofilm activity, a microfluidic cultivation
platform with integrated automated three-dimensional imaging was established. The
platform was validated by investigating a model community of G. sulfurreducens and
S. oneidensis, revealing a co-dependency in which G. sulfurreducens relies on the
nutrient supply from S. oneidensis, while S. oneidensis in turn utilizes the conductive
biofilm matrix developed by G. sulfurreducens, facilitating direct interspecies electron
transfer (DIET) to the anode. Moreover, the influence of different genetic factors on
the biofilm development of S. oneidensis was fundamentally investigated. The host
strain used for these studies was S. oneidensis MR-1 A\, based on the hypothesis that
the AX-induced reduction of extracellular polymeric substances (EPS) significantly
facilitates electron transport through the biofilm. By investigating various genetic
factors, it could be shown that under oxic conditions, superordinate mechanisms seem
to take effect and determine biofilm development, whereas under anoxic conditions
with fumarate as electron acceptor, both qualitative and quantitative differences
compared to the control strains could be determined. Using an anode as the terminal
electron acceptor, co-overexpression of wbpA and wbpP, overexpression of bpfA, a
point-mutated bpfG variant and the simple addition of an empty plasmid vector
led to a 1.67 - 1.85-fold increase in mean current density. In summary, this work
identified and characterized key factors of anaerobic biofilm formation, providing a

basis for the cultivation of biofilms with optimized user-defined properties.
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1 Einleitung

Die Erkenntnis, dass Mikroorganismen Elektronen direkt auf Elektroden tibertragen
konnen, ohne dass exogene Mediatoren zur Forderung der Elektroneniibertragung
hinzugefithrt werden miissen (Bond et al., 2002; Bond und Lovley, 2003; Kim et al.,
1999), hat zur Entwicklung bioelektrochemischer Systeme (BES) gefiihrt (Lovley,
2008; Logan, 2009). BES wandeln chemische in elektrische Energie um oder umgekehrt
und wenn mikrobielle Organismen als Katalysatoren eingesetzt werden, bezeichnet
man sie als mikrobielle elektrochemische Systeme (MES). Allerdings sind diese
Systeme aufgrund ihrer zu geringen Energieausbeuten derzeit nicht wettbewerbsfahig
mit konventionellen Systemen. Optimierungen werden oft nur auf eindimensionale
Weise betrachtet. Ein multidisziplindrer Ansatz mit einer systematischen multi-
dimensionalen Analyse der Mikroorganismen-Elektroden-Schnittstelle konnte der
Ausgangspunkt sein, der einen entscheidenden Schritt nédher an eine industrielle

Anwendung mikrobieller elektrochemischer Systeme heranfiihrt.

1.1 Extrazellularer Elektronentransfer

Exoelektrogene Mikroorganismen sind in der Lage, respiratorisch anfallende Elektro-
nen auf unlosliche, extrazellulidre Elektronenakzeptoren wie beispielsweise Eisenver-
bindungen zu iibertragen. Der extrazellulare Elektronentransfer (EET) ist Teil des
anaeroben Stoffwechsels von exoelektrogenen Mikroorganismen (Lovley, 2006; Logan,
2009). Hierbei werden Elektronen von Elektronendonoren mit niedrigem Redoxpo-
tential durch eine Reihe von Redoxreaktionen auf Akzeptoren mit einem positiveren
Redoxpotential iibertragen. Prinzipiell lassen sich die bakteriellen Elektronentransfer-

mechanismen in zwei Gruppen einteilen: (I) den direkten Elektronentransfer (DET)
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durch membrangebundene Cytochrome oder sogenannte Nanowire und (II) den
vermittelten Elektronentransfer durch Elektronen-Shuttle-Molekiile (Haddock und
Schairer, 1973; Logan et al., 2006; Beegle und Borole, 2018; Reguera, 2018; Light
et al., 2018; Lovley, 2017b; Lovley, 2017a). Es ist erwdhnenswert, dass es nicht nur
elektroaktive Prokaryoten, sondern auch Archaeen und sogar Eukaryoten mit dieser
Fahigkeit gibt (Pillot et al., 2018; Yilmazel et al., 2018; Raghavulu et al., 2011). Die
am intensivsten untersuchten und auch am besten verstandenen Modellorganismen
des EET sind jedoch die Proteobakterien Geobacter sulfurreducens und Shewanella

oneidensis.

1.1.1 Extrazellularer Elektronentransfer bei Shewanella oneidensis

Unser aktuelles Wissen iiber die Biochemie des EET basiert hauptséchlich auf
Experimenten mit S. oneidensis und ist in Abb. 1 zusammengefasst. Aus dem
Menaquinonpool stammende Elektronen werden iiber das an der Cytoplasmamembran
lokalisierte ¢-Typ-Cytochrom CymA in das Periplasma tbertragen (Gralnick und
Newman, 2007). Anschlieflend tberbriicken die 16slichen Tetrahdm-Cytochrome
FccA oder STC das Periplasma von der inneren zur dufleren Membran (Sturm
et al., 2015). Die Elektronentransportkette endet fast direkt an der Oberflache der
aufleren Membran mit den beiden Dekahdm-Cytochromen MtrC und OmcA. MtrC
ist Teil eines heterotrimeren Komplexes mit dem Dekahdm-Cytochrom MtrA und
dem [-Fass-Protein MtrB. Dieser MtrCAB-Komplex bildet eine leitfahige Pore
durch die duflere Membran (Ross et al., 2007; Hartshorne et al., 2009; Edwards
et al., 2020). MtrC und OmcA enthalten zudem Flavin-Cofaktoren, die den ter-
minalen Elektronentransferschritt zu beschleunigen scheinen und den Transport

eines Elektrons durch die Bildung von Semichinonen erleichtern (Okamoto et al.,
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Abb. 1: Schema des Proteinnetzwerks fiir den extrazellulidren Elektronentransfer (EET)
bei Shewanella oneidensis (Klein et al., 2023). Elektronen aus dem Menaquinonpool
(MQ = oxidiert und MQH = reduziert) werden tiber CymA in der inneren Membran
(IM) iiber FccA oder STC im Periplasma zur dufleren Membran (AM) transportiert.
Die Elektronentransportkette endet mit OmcA und MtrC, wobei letzterer Teil eines
heterotrimeren Komplexes mit MtrA und MtrB ist. Die schwarzen Pentagonsymbole
zeigen die Anzahl der Ham-Cofaktoren in den ¢-Typ-Cytochromen an, FAD steht fir
Flavin-Adenin-Dinukleotid und RF fiir Riboflavin.

2013; Okamoto et al., 2014a; Okamoto et al., 2014b; Xu et al., 2016). Dartiber
hinaus scheint iiberschiissiges Riboflavin im Medium (insbesondere unter Batch-
Bedingungen) als Elektronen-Shuttle zu Elektronenakzeptoren in Zellndhe verwendet
zu werden (Marsili et al., 2008; Von Canstein et al., 2008). Wie und wann der
Flavin-Cofaktor an die membranstindigen Cytochrome gebunden wird, ist noch
nicht bekannt. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) iiber den spezifischen Transporter Bfe in das Periplasma transportiert wird
(Kotloski und Gralnick, 2013). Im Periplasma wird zumindest ein Teil des FAD durch
die periplasmatische 5’-Nukleotidase UshA in Flavin-Mono-Nukleotid (FMN) und

Adenosin-Monophosphat (AMP) gespalten (Covington et al., 2010).
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Obwohl §. oneidensis der am besten untersuchte Modellorganismus fiir EET ist,
sind die erreichbaren dissimilatorischen Eisenreduktionsraten und Stromdichten in
BES verglichen mit G. sulfurreducens verhaltnisméfig niedrig (Dolch et al., 2014).
Die allgemeine Annahme ist, dass G. sulfurreducens die Nische eines Spezialis-
ten fiir anaerobe Atmung mit unléslichen Elektronenakzeptoren ausfiillt, wahrend
S. oneidensis als Generalist anaerober Atmung bezeichnet werden kann, was durch
die Fahigkeit unterstiitzt wird, mit einem der breitesten Spektren von nutzbaren
Elektronenakzeptoren (einschlieBlich Sauerstoff) zu atmen, die bisher bekannt sind

(Nealson und Scott, 2006; Heidelberg et al., 2002; Tiedje, 2002).

1.1.2 Extrazellularer Elektronentransfer bei Geobacter sulfurreducens

Ein Vergleich der biochemischen EET-Maschinerie von S. oneidensis und G. sulfurre-
ducens zeigt, dass die Grundstrategie fiir den Elektronentransport zur Zelloberflache
relativ ahnlich ist. Auch bei G. sulfurreducens basiert der EET hauptsachlich
auf einem Netzwerk von c-Typ-Cytochromen, welche die Distanz von der Cy-
toplasmamembran bis hin zur Zelloberfliche tiberbriicken (siehe Abb. 2). Das
Gegenstiick zu CymA in Shewanella sind die Nonaham-c-Typ-Cytochrome ImcH und
CbcL. Wahrend Cbcli verwendet wird, wenn der terminale Elektronenakzeptor ein
Redoxpotential < -0,1 V gegentiber einer Standardwasserstoffelektrode (SHE) hat,
wird ImcH fiir Elektronenakzeptoren mit einem hoheren Redoxpotential verwendet
(Levar et al., 2014; Zacharoff et al., 2016). Auflerdem wird auch in G. sulfurreducens
der Elektronentransfer durch das Periplasma iiber ein l6sliches ¢-Typ-Cytochrom,
PpcA, vermittelt (Lloyd et al., 2003). An der &uleren Membran kénnen verschie-
dene multimere Komplexe fiir den Elektronentransfer genutzt werden, wobei der

Elektronentransfer in BES hauptsachlich auf ExtABCD beruht (Otero et al., 2018).
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Abb. 2: Schema des Proteinnetzwerks fiir den extrazelluliren Elektronentransfer
(EET) in Geobacter sulfurreducens (Klein et al., 2023). Ein Netzwerk aus ¢-Typ-
Cytochromen tuberbriickt die Distanz von ImcH und CbcL in der inneren Membran
(IM) {iber periplasmatisches PpcA bis zur dufleren Membran (AM), wo insbesondere
der multimere Ext ABCD-Komplex wichtig ist. Aulerdem ist die Elektronentransferkette
iiber die Zelloberfliche hinaus, vermittelt durch sogenannte Nanowire, verlangert. Schwarze
Pentagonsymbole zeigen die Anzahl der Ham-Cofaktoren der ¢-Typ-Cytochrome an und
RF steht fir Riboflavin. MQ stellt die oxidierte und MQH die reduzierte Form des
Menaquinonpools dar.

Der wichtigste Unterschied der Elektronentransferstrategien zwischen den beiden
Organismen scheint die Verlingerung der Elektronentransferkette tiber die Zello-
berfliche hinaus bei G. sulfurreducens zu sein. G. sulfurreducens ist in der Lage
Atmungselektronen iiber grofie Entfernungen von mehreren Mikrometern entlang von
Netzwerken aus Proteinfilamenten zu transportieren (Reguera et al., 2005; Lovley und
Walker, 2019). Diese Proteinfilamente werden als Nanowire bezeichnet und der erste
Hinweis darauf, dass Nanowire und Elektroneniibertragung miteinander verbunden
sind, konnte durch Reguera et al. (2005) erbracht werden. Hier konnte gezeigt
werden, dass eine Insertionsdeletion des pilA-N-Pilin-Gens (GSU1496) innerhalb
des Typ-IV-Pili-Operons zur Elimination der meisten Filamente fithrte und zudem

das Wachstum sowohl mit Eisenoxiden als auch mit Elektroden beeintréchtigte. Der
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Mechanismus der extrazellularen Elektroneniibertragung in Geobacter-Biofilmen ist
nach wie vor umstritten und fiithrt zu intensiven Diskussionen (Strycharz-Glaven
et al., 2012; Malvankar et al., 2012d; Lovley, 2023; Bonanni et al., 2012). Insbesondere
zwei Theorien zum Aufbau und zur Funktionsweise der Nanowire sind Gegenstand
aktueller Diskussion. Zum einen wurde eine metallahnliche Leitfdhigkeit basierend
auf einer m-Stapelung aromatischer Aminoséurereste in Pilin postuliert (Malvankar
et al., 2015; Lovley und Walker, 2019; Lovley, 2006; Reguera et al., 2006; Reguera
et al., 2005; Malvankar et al., 2011). Die Hypothese, dass es sich bei den Nanowire
um leitfdhige Filamente handelt, die aus einer einzigen Pilin-Untereinheit (PilA-N)
bestehen, wurde in zahlreichen Arbeiten untersucht (Lovley, 2012a; Lovley, 2017b;
Lovley und Walker, 2019; Lovley, 2012b; Lovley und Holmes, 2020; Lovley und Yao,
2021; Malvankar und Lovley, 2014). Die entgegenstehende Theorie hingegen geht
von einem Springen der Elektronen zwischen ¢-Typ-Cytochromen (superexchange
model) durch eine Abfolge von Redoxreaktionen in der extrazellularen Matrix
aus (EZM; Strycharz-Glaven et al., 2011; Schrott et al., 2011; Bond et al., 2012;
Bonanni et al., 2012). Den Pili selbst kommt hier eher eine strukturelle Rolle
zu, indem sie die Cytochrome in der Biofilmmatrix anordnen und dadurch den
Elektronentransferprozess verbessern sollen (Bond et al., 2012; Strycharz-Glaven
et al., 2011; Bonanni et al., 2012; Schrott et al., 2011). Es wurde sowohl berichtet,
dass OmcS-Cytochrome an die Pili gebunden werden (Leang et al., 2010) als auch,
dass die Pili selber aus gestapelten OmcS-Molekiilen bestehen (Wang et al., 2019).
Die urspriingliche Annahme, dass G. sulfurreducens Nanowire von den Typ-IV-Pilus-
Untereinheiten gebildet werden, konnte daher kommen, dass der Export von OmcS
auf der Typ-IV-Pilus-Produktionsmaschinerie basiert (Gu et al., 2021). Weiterhin
wurde gezeigt, dass das Oktahdm-c-Typ-Cytochrom OmcZ in der extrazellularen
Polymersubstanz des Organismus lokalisiert ist (Rollefson et al., 2011). Spater wurde

dann berichtet, dass es sowohl Nanowire aus gestapelten OmcS- als auch OmcZ-
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Molekiilen gibt, wobei die OmcZ-Nanowire eine 1000-fach erhohte Konduktivitat im
Vergleich zu den OmcS-basierten Filamenten aufweisen sollen (Yalcin und Malvankar,
2020). Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die bisher gesammelten Beweise nicht
schliissig sind, um entweder die ausschlielliche Rolle der Cytochrome oder der Pili
beim EET zu belegen. Es scheint jedoch ein breiter Konsens dartiber zu bestehen, dass
sowohl PilA als Typ-IV-Untereinheit als auch mit der &uleren Membran assoziierte
c-Typ-Cytochrome grundlegend fiir hohe Stromdichten und den extrazelluldaren

Langstrecken-Elektronentransfer sind.

Obwohl mit Geobacter-Spezies bisher die hochsten Energieausbeuten in MES erzielt
werden konnten (Lovley et al., 2011; Malvankar et al., 2012b; Logan et al., 2019),
gehoren ihr aerotoleranter bis obligat anaerober Stoffwechsel (Lin et al., 2004)
und die schlechte genetische Zugéinglichkeit zu den Griinden fiir ihre mangelnde
Eignung zur Verwendung im industriellen Mafstab. Ein Losungsansatz besteht
darin zu verstehen, warum Geobacter so viel hohere Elektronentransferraten mit
extrazellularen Elektronenakzeptoren erzielen kann als S. oneidensis. Dieses Wissen
konnte dann genutzt werden, um mit S. oneidensis ahnliche Energieausbeuten zu
erreichen. S. oneidensis weist einen fakultativ anaeroben Stoffwechsel auf und ist
genetisch sehr gut zuginglich (Corts et al., 2019; Cao et al., 2019), sodass bei
erfolgreicher Steigerung der Energieausbeute eine industrielle Anwendung realistisch

wird.

1.2 Bioelektrochemische Systeme

Exoelektrogene Mikroorganismen sind in der Lage, respiratorisch anfallende Elek-

tronen auf unlosliche, extrazellulare Elektronenakzeptoren wie beispielsweise Ei-
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senverbindungen zu iibertragen. Die Féahigkeit exoelektrogener Mikroorganismen
Elektronenakzeptoren auflerhalb der Zelle zu nutzen, wird in bioelektrochemischen
Systemen (BES) ausgenutzt. BES wandeln chemische in elektrische Energie um
oder umgekehrt. Diese in sich geschlossenen Systeme koénnen in einen Anoden-
und einen Kathodenbereich aufgeteilt werden. Werden mikrobielle Organismen als
Katalysatoren verwendet, spricht man von mikrobiellen elektrochemischen Systemen
(MES). Je nach Richtung des Elektronenflusses werden MES meist in anodische
und kathodische Systeme unterteilt. So konnen MES zum einen dazu eingesetzt
werden, einen reduktiven Strom zum Antrieb eines katalytischen Prozesses auf der
Kathodenseite zu verwenden. Hier konnen z. B. autotrophe Mikroorganismen fiir
Produktionsprozesse auf der Basis von Kohlendioxid als Substrat eingesetzt werden
(kathodisches System). Andererseits konnen MES auch dazu verwendet werden, einen

positiven Elektronenstrom zu ernten, der zur Anode fliefit (anodisches System).

1.2.1 Mikrobielle Elektrolysezelle

Die mikrobielle Elektrolysezelle (MEZ) stellt eine Unterform anodischer MES dar.
In anodischen MES oxidieren Mikroorganismen organische und/oder anorganische
Substrate (Elektronendonor) und iibertragen die erzeugten Elektronen auf die Anode
(Elektronenakzeptor), wiahrend die Protonen an den Elektrolyten abgegeben werden.
Die Elektronen flieBen durch einen Kreislauf entweder iiber einen externen elektrischen
Widerstand (mikrobielle Brennstoffzelle (MBZ), siche Abb. 3a) oder tiber eine externe
Stromzufuhr (MEZ, sieche Abb. 3b) zur Kathode (Kadier et al., 2019; Kadier et al.,
2016; Simonte et al., 2019). In einer MBZ wird die Spannung, die aus der Oxidation
des Substrats an der Anode und der kathodischen Reaktion resultiert, zur Erzeugung

eines elektrischen Stroms genutzt, ohne dass zusatzlich externe Energie oder Strom
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Abb. 3: Schematische Darstellung der mikrobiellen Brennstoffzelle (MBZ, a) und der
mikrobiellen Elektrolysezelle (MEZ, b). Mikroorganismen wachsen hauptséchlich
in Form eines Biofilms auf der Anode und tibertragen ihre Elektronen auf die Elektrode.
Wéhrend bei MBZ ein externer Widerstand Teil des elektrischen Stromkreises zwischen
Bioanode und Kathode ist, ermoglicht bei MEZ eine zusétzliche Stromzufuhr die Produktion
von Wasserstoff (Hz). Abbildung von Klein et al. (2023).

zugefithrt wird. In den meisten Fallen wird Sauerstoff (O2) an der Kathode reduziert,
es konnen aber auch andere Elektronenakzeptoren verwendet werden (Ucar et al.,
2017). Im Gegensatz dazu werden MEZ mit einem zusétzlichen Potential versorgt,
das ausreicht, um Protonen an der Kathode zu Wasserstoffgas zu reduzieren. Daher
korreliert die Stromproduktion in MEZ direkt mit der Wasserstoffgasproduktion an
der Kathode (Kadier et al., 2019). Allen Systemen ist gemein, dass Mikroorganismen
die anodischen Katalysatoren des jeweiligen Systems sind und normalerweise in
Form eines Biofilms auf der Elektrode wachsen. Haufig werden die Elektrode und

der Biofilm sogar als Komposit angesehen.
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1.3 Biofilme

Exoelektrogene Bakterien sind die Katalysatoren von Bioelektrochemisches System
(BES), wobei normalerweise die Minderheit der Mikroorganismen planktonisch
im Elektrolyten vorkommt, wéhrend der Grof3teil direkt auf der Elektrode als
elektroaktiver Biofilm wéchst. Die Zellen eines Biofilms sind in eine selbstproduzierte
Matrix aus extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) eingebettet und haften
aneinander und/oder an einer Oberflache (Vert et al., 2012). Das aktualisierte Modell
zur Biofilmbildung von Sauer et al. (2022) beinhaltet drei grundlegende Ereignisse der
Biofilmbildung: Aggregation, Wachstum und Disaggregation (siche Abb. 4). Zunéchst

aggregieren die Bakterien untereinander oder heften sich an biotische sowie abiotische

Wachstum und
Akkumulation
Abb. 4: Modell der Biofilmentwicklung abgeindert nach Sauer et al. (2022). Dieses
aktualisierte Modell ist deutlich flexibler als &ltere Modelle und umfasst drei grundle-
gende Ereignisse der Biofilmbildung: Aggregation, Wachstum und Disaggregation. Somit
berticksichtigt dieses Modell sowohl oberflichenassoziierte (dufierer Ring) als auch nicht-
oberflichenassoziierte (innerer Ring) Biofilme mit einem moglichen Austausch zwischen
den beiden.
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Oberfldchen an. Anschliefend expandieren die aggregierten und angehefteten Bak-
terienkolonien durch Wachstum sowie Rekrutierung von Zellen aus der Umgebung.
Schliefflich konnen die Bakterien den Biofilm je nach Mechanismus als Aggregate oder
einzelne Zellen wieder verlassen. Dieses Modell ist weniger starr als das klassische
5-Stufen-Modell (Stoodley et al., 2002) und umfasst sowohl oberflichenassoziierte als
auch nicht-oberflachenassoziierte Biofilme mit einem moglichen Austausch zwischen

den beiden.

Die Verwendung elektroaktiver Biofilme als Katalysatoren in MES hat eine Vielzahl
von Vorteilen gegeniiber planktonischer Zellmasse, insbesondere die hohe Widerstands-
fahigkeit von Biofilmen gegentiber rauen und/oder wechselnden Umweltbedingungen.
Zu rauen Bedingungen kénnen hohe Stromungsgeschwindigkeiten (Scherkréfte),
toxische oder wachstumshemmende Substanzen, hohe oder schwankende Substrat-
konzentrationen und besonders schnelle Anderungen der Prozessbedingungen im
Allgemeinen gehoren (Flemming et al., 2016; Yin et al., 2019; Brunner et al., 2019;
Hérrer et al., 2023). Biofilme beherbergen eine groe Anzahl von Zellen mit Dichten
von 108 bis 10! Zellen g! Nassgewicht (Morgan-Sagastume et al., 2008; Balzer
et al., 2010). Diese Immobilisierung vieler Zellen in einem kleinen Volumen ist ein
wesentlicher Vorteil, insbesondere fiir biotechnologische Anwendungen im industriellen
MafBstab (Edel et al., 2019). AuBlerdem ermoglichen Biofilme einen dynamischen
Néhrstoffaustausch und vereinfachen die zellulire Kommunikation (Costerton et al.,
1995; Donlan, 2002). Innerhalb der Biofilmmatrix koénnen sich stabile Gradienten
von Substraten und Produkten bilden, die zu einer Differenzierung und Anpassung
der Physiologie der Mikroorganismen an die spezifischen Bedingungen innerhalb des

Biofilms fithren kénnen (Flemming et al., 2016).

11
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1.3.1 Biofilmbildung bei Shewanella oneidensis

Die Anpassung an héufig wechselnde Umweltbedingungen ist fiir Bakterien ent-
scheidend und ein mafgeblicher Faktor fiir die Ausbildung eines Biofilms (Parrilli
et al., 2022). Die Anpassungsmechanismen werden hierbei durch sekundére Bo-
tenstoffe reguliert. In gramnegativen Bakterien und somit auch in S. oneidensis
stellt insbesondere zyklisches di-Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) ein wichtiges
Signalmolekil dar (Ruhal und Kataria, 2021; Hu et al., 2021; Thormann et al.,
2006). c-di-GMP ist ein Triggermolekil fir die Biofilmbildung und sein Abbau
fihrt zur Auflésung eines Biofilms (Hengge, 2009; Mukherjee et al., 2020). In
Shewanella spp. vermittelt c-di-GMP die Biofilmbildung, indem es mit Enzymen der
Polysaccharid-Biosynthese, wie z. B. der MxdB-Glykosyltransferase, interagiert, um
die Biosynthese von exrazellularen Polysacchariden zu aktivieren (Gambari et al.,
2019). Frihere Studien haben zudem gezeigt, dass der auf c-di-GMP reagierende
Transkriptionsfaktor FlrA die Expression von Genen fiir die Geiflelsynthese sowie
des Adhésionsproteins BpfA kontrolliert (Gao et al., 2018; Cheng et al., 2020).
Neben der Vermittlung der Biofilmentwicklung konnte auflerdem gezeigt werden, dass
das c-di-GMP-Signalnetzwerk die Expression von ¢-Typ-Cytochromen wie CymA,
OmcA und MtrCAB reguliert (Ng et al., 2020). Somit stellt c-di-GMP ein wichtiges
Signalmolekiil bei S. oneidensis sowohl fiir die Biofilmbildung als auch fir die

Expression von EET-relevanten Genen dar.

Die Biofilmbildung von S. oneidensis ist unter oxischen Bedingungen gut untersucht.
Bei der initialen Anheftung von S. oneidensis nehmen das funktionelle Geifelsystem,
das Mannose-sensitive Himagglutinations-Typ-I1V-Pilus-System sowie extrazellulére
DNA (eDNA) eine wichtige Rolle ein (Godeke et al., 2012; Godeke et al., 2011;

Thormann et al., 2004). Die Maturation von einer Einzelschicht an Zellen zu
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einer dreidimensionalen Biofilmstruktur beinhaltet das bereits erwahnte mzdABCD-
Gencluster, welches die Biosynthese von extrazellularen Polysacchariden reguliert
(Thormann et al., 2006). Die Ab- oder Auflsung des Biofilms kann, getriggert durch
eine Veranderung der Biofilmumgebung, passiv oder aktiv geschehen. Dabei beinhaltet
die Ablosung von S. oneidensis-Zellen eine allgemeine Lockerung der Biofilmstruktur
verbunden mit der Freisetzung einzelner Zellen oder Zellcluster (Thormann et al.,

2005).

Ein wichtiger Mechanismus der Biofilmbildung in S. oneidensis, aber auch in anderen
Organismen, wird iiber ein extrazelluldres Proteinnetzwerk vermittelt, in welchem
BpfA (biofilm promoting factor) das Schliisselenzym darstellt. Zhou et al. (2015)
haben in ihrem Modell die Hypothese aufgestellt, dass in planktonischen Zellen
die Ausbildung eines Biofilms durch die Bindung von BpfA an BpfG verhindert
wird (siehe Abb. 5). Binden intrazellular c-di-GMP und periplasmatisch BpfG an
BpfD, wird BpfA freigesetzt. Der Transport von BpfA zur duleren Membran erfolgt
vermutlich durch das Typ-I-Sekretionssystem (TISS) AggCBA. Extrazellular fungiert
BpfA als Zell-Zell-Verbinder und fithrt zur Ausbildung eines Biofilms. Sobald der
intrazelluldre c-di-GMP-Spiegel sinkt und es zur Abspaltung von BpfD kommt,
wird BpfG freigesetzt. BpfG ist ein bifunktionales Enzym, welches nicht nur fiir
den Transport von BpfA notwendig ist, sondern zudem eine Proteinase-Aktivitét
aufweist. Ungebundenes BpfG spaltet BpfA, was zu einer Auflosung des Biofilms
fithrt. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass BpfG mit einer Punktmutation im
katalytischen Zentrum des Proteaseteils zu einer Erhohung der Biofilmbildung
fihrt (Zhou et al., 2015). In fritheren Arbeiten konnte zudem gezeigt werden,
dass die Uberexpression der TISS-Komponente aggA ebenfalls zu einer erhéhten
Biofilmbildung bei S. oneidensis fithrt (De Vriendt et al., 2005; De Windt et al.,
2006; Theunissen et al., 2009).
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Abb. 5: Modell fiir den regulatorischen Mechanismus zur Ausbildung eines extrazel-
luldren Proteinnetzwerks in Shewanella oneidensis, vorgeschlagen von Zhou
et al. (2015). In planktonischen Zellen wird BpfA von BpfD gebunden. Sobald ein Signal
(vermutlich zyklisches Diguanylatmonophosphat (c-di-GMP)) und BpfG an BpfD binden,
wird BpfA entlassen und durch ein Typ-I-Sekretionssystem (TISS) exportiert. BpfA wird an
die &uBere Membran (AM) lokalisiert und Biofilm wird gebildet. Sobald das Signal ausbleibt,
kommt es zum Entlassen von BpfG und wahrscheinlich wird dessen Proteinaseaktivitét
aktiviert. BpfA wird daraufthin abgebaut und der Biofilm 16st sich auf. Die Sternchen
markieren Positionen, die bisher nicht nachgewiesen wurden, sondern auf Spekulationen
von Zhou et al. (2015) basieren. IM steht fiir innere Membran.

Uberraschenderweise ist das Wissen iiber die Biofilmbildung von S. oneidensis unter
anoxischen Bedingungen eingeschrankt, und es wird allgemein angenommen, dass
Wildtyp-Stamme unter Ausschluss von Sauerstoff grundséatzlich diinne oder sogar
nur einschichtige Biofilme bilden. Jedoch wurden bisher keine Studien veréffentlicht,
die systematisch die Biofilmentwicklung unter oxischen und anoxischen Bedingungen
untersuchen und miteinander vergleichen. Einen beschleunigenden Faktor der anoxi-

schen Biofilmbildung konnten Edel et al. (2021) identifizieren, indem sie nachwiesen,
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dass Riboflavin neben seiner Rolle als Elektronen-Shuttle und Cofaktor (siehe auch
Abschnitt 1.1.1) zudem als Quorum Sensing-Molekiil wirkt. Riboflavin induziert kon-
zentrationsabhéngig die Expression von speC, welches fiir eine Ornithin-Decarboxylase
codiert. Ein erhohter SpeC-Spiegel wiederum 16st eine verstarkte Biofilmbildung aus.
Der Mechanismus der SpeC-vermittelten Biofilmbildung konnte bisher nicht endgiiltig
geklart werden, scheint aber auf posttranskriptioneller Ebene zu erfolgen. Eine SpeC-
Uberexpression fithrte zu einer Reihe von differentiell regulierten Proteinen, darunter
WhbpP. Diese Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin-C4-Epimerase war das einzige
Protein, welches eine direkte Funktion bei der EPS-Bildung hat und es konnte bei
mehreren Mikroorganismen ein Zusammenhang zwischen diesem Protein und EPS-
Produktion gezeigt werden (Lee et al., 2013; Park et al., 2006). Ob und wie WbpP die
anaerobe Biofilmbildung in S. oneidensis beeinflussen konnte, wurde jedoch bisher

nicht experimentell untersucht.

1.3.2 Biofilmbildung bei Geobacter sulfurreducens

Im Gegensatz zu S. oneidensis beruht beinahe das gesamte Wissen iiber G. sulfur-
reducens-Biofilme auf BES-Experimenten und es gibt kaum systematische Untersu-
chungen mit anderen Elektronenakzeptoren. Geobacter-Biofilme weisen eine besonders
elektroaktive EPS-Matrix mit einer groffen Anzahl an Matrix-assoziierten c-Typ-
Cytochromen und Nanowire auf, welche die Zellen fiir das Wachstum und die
Elektroneniibertragung auf Mineraloxide und Elektroden rdumlich organisieren
(siche Abschnitt 1.1.2). Der Einfluss der unterschiedlichen AuBenmembran-assoziierten
c-Typ-Cytochrome auf die Elektroaktivitat von Biofilmen wurde mittels Deletionsmu-
tationen untersucht. Die Deletion von omcE oder omcB zeigte keinen Effekt auf die

Stromproduktion in BES (Holmes et al., 2006; Nevin et al., 2009; Richter et al., 2009).
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Die Bedeutung von OmcS konnte noch nicht abschliefend geklért werden und es gibt
sowohl Studien, die berichten, dass dieses Cytochrom keinen essentiellen Einfluss auf
die Stromtbertragung hat (Nevin et al., 2009; Liu et al., 2022; Malvankar et al., 2012c),
als auch Studien, die das Gegenteil annehmen (Filman et al., 2019; Wang et al., 2019).
Die Relevanz von omcZ hingegen ist weniger umstritten (Inoue et al., 2011; Gu et al.,
2023) und eine Deletion fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der Elektroaktivitét des
Biofilms (Nevin et al., 2009; Richter et al., 2009). Zudem scheint sich OmcZ bevorzugt
in der Néhe oder an der Elektrodenoberflache (< 10 pm) innerhalb des anodischen
Biofilms von G. sulfurreducens zu befinden (Inoue et al., 2011), was auf eine kritische
Rolle von OmcZ im letzten EET-Schritt schliefen lasst. Wie bereits in Abschnitt 1.1
erlautert, besteht der Hauptunterschied in den Elektroneniibertragungsstrategien
von S. oneidensis und G. sulfurreducens in der Verlangerung des EET iiber die
Zelloberflache hinaus durch lange leitfahige Strukturen in G. sulfurreducens. Auch
wenn der Aufbau und der Elektroneniibertragungsweg der Nanowire bisher nicht
abschliefend geklart werden konnte, sind Forschende sich einig, dass diese leitfahigen
Strukturen der Hauptgrund fiir die Ausbildung der besonders dicken Biofilme von bis
zu mehreren 100 pm Dicke (Babauta et al., 2012; Malvankar et al., 2012a; Reguera

et al., 2006; Dhar et al., 2017; Renslow et al., 2013) von Geobacter-Spezies sind.

1.3.3 Kultivierung von Biofilmen

Obwohl Biofilme die am weitesten verbreitete Form mikrobiellen Lebens darstellen
und trotz ihrer enormen Wichtigkeit fiir biotechnologische Anwendungen, arbeitet ein
GroBteil der modernen Mikrobiologie und Biotechnologie immer noch mit suspendier-
ten Mikroorganismen. Dies liegt hauptséchlich an der komplexen und zeitlich dynami-

schen Zusammensetzung von Biofilmen, was die Kultivierung, Manipulation, Analyse
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sowie Modellierung erschwert. Wird in Veroffentlichungen von der Untersuchung eines
Biofilms gesprochen, ist im einfachsten Fall sogar nur die Beurteilung der Kolonien
auf Agarplatten gemeint (Ray et al., 2012; Tepavcevi¢ et al., 2022). Eine weitere
haufig angewandte Methode ist das Kultivieren in Mikrotiterplatten, wobei nach der
Inkubation zunéchst die optische Dichte der Suspension gemessen, der Uberstand
anschlieBend verworfen und der eigentliche Biofilm mit einem Kristallviolettassay
untersucht wird. Indem man die beiden optischen Dichten in ein Verhaltnis zueinander
setzt, konnen Riickschliisse auf die Biofilmmenge gezogen werden (Theunissen et al.,
2010; Zhou et al., 2015; Silva et al., 2020; Shi et al., 2019). Das Biofilmwachstum
mit Hilfe dieser statischen Kultivierungsmethoden ist nicht vergleichbar mit dem
Wachstum unter natiirlichen Bedingungen und zudem stellen Analysen zumeist
Endpunktanalysen dar. Es werden jedoch auch dynamischere Biofilmkultivierungsme-
thoden angewendet, wie z. B. modifizierte Robbin-Systeme oder Drip-Flow-Reaktoren
(Crivello et al., 2023; Azeredo et al., 2017; Coenye und Nelis, 2010; Raad et al., 2007;
Heuschkel et al., 2021). Diese bieten zwar kontinuierliche Durchflussbedingungen,
aber die Analysemethoden sind weiterhin fast ausschlieflich Endpunktanalysen.
Dahingegen bieten mikrofluidische Systeme eine Moglichkeit fiir eine Kultivierung von
Biofilmen unter Flussbedingungen bei gleichzeitiger nicht-destruktiver in-situ- Analyse
(Hansen et al., 2019; Pérez-Rodriguez et al., 2022). Die Verwendung mafigeschneiderter
Reaktoren sowie das Anlegen praziser Kultivierungsbedingungen erméglichen es, den
realen Bedingungen so nahe wie moglich zu kommen. Eine maschinelle Unterstiitzung
reduziert auBerdem die aktive Arbeitszeit, wihrend die Reproduzierbarkeit signifikant
erhoht werden kann (Hansen et al., 2019). Ein kleinerer Mafistab erlaubt zudem die
Durchfiihrung von mehr Experimenten auf kleinerem Raum, was bei einer Reduktion
der aktiven Arbeitszeit durch maschinelle Unterstiitzung zu einem Hochdurchsatz an
Experimenten fiithrt. Somit bieten mikrofluidische Systeme zahlreiche Vorteile fiir die

Kultivierung und integrierte Analyse von Biofilmen.
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BES sind gut untersuchte Systeme (Santoro et al., 2017; Klein et al., 2023), aber da
es sich um multiskalige Anlagen mit biologischen Mikroobjekten als Katalysatoren
handelt, sind sie komplex und ein fundamentales Verstandnis der involvierten Prozesse
wird durch die zahlreichen beteiligten Elemente erschwert. Eine Verkleinerung der
BES-Reaktoren konnte diese Systeme vereinfachen, sodass Prozessparameter einfacher
kontrolliert werden konnten, was ein praziseres und definierteres Untersuchen der
beteiligten Prozesse ermoglichen wiirde. In der Tat sind bereits verschiedene mikroflui-
dische BES entwickelt worden (Pinck et al., 2020; Zarabadi et al., 2018; Li et al.,
2016; Parkhey und Sahu, 2021; Yahyanezhad Gele et al., 2023). Biofilmentwicklung
und Stromproduktion werden hier jedoch nicht in direkte Beziehung zueinander
gebracht. Eine konsistente Korrelation wiirde es ermoglichen, den Einfluss genetischer
Faktoren auf die Stromproduktion systematisch zu untersuchen. Dies wére ein Schritt
in Richtung eines mehrdimensionalen und umfassenden Verstiandnis von EET, was
wiederum dazu beitragen wiirde, BES zu optimieren und damit konkurrenzfahig zu

konventionellen Systemen zu machen.

1.4 Zielsetzung

Mikrobielle elektrochemische Systeme (MES) stellen eine duflerst vielversprechende
Alternative fiir eine nachhaltige Energieproduktion dar, sind jedoch derzeit aufgrund
ihrer zu geringen Energieausbeuten nicht wettbewerbsfdhig mit konventionellen
Systemen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunédchst untersucht werden, welche
Energieausbeute mit G. sulfurreducens, dem Modellorganismus mit den bisher
hochsten nachweisbaren Stromraten, in einer Modellgemeinschaft erzielt werden
kann und wie die Biofilmentwicklung mit der Stromproduktion zusammenhangt. Um

in der Lage zu sein, Biofilmentwicklung und Energieproduktion direkt miteinander
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zu korrelieren, war es daher zunachst notwendig, eine Kultivierungsplattform zu
etablieren, mit der elektroaktive Biofilme kultiviert und in Echtzeit in-situ iberwacht
werden konnen. S. oneidensis stellt aus mehrerlei Griinden den Organismus der Wahl
fiir den kinftigen Betrieb nachhaltiger MES dar. Aber obwohl es der am besten
untersuchte Modellorganismus fiir EET ist, sind die erreichbaren dissimilatorischen
Eisenreduktionsraten und Stromdichten in MES verglichen mit G. sulfurreducens
verhdltnismaBig niedrig. Diese Arbeit basiert auf der Forschungshypothese, dass
dieser Unterschied vor allem in der konduktiveren EZM von G. sulfurreducens
begriindet liegt. Daher sollten im nachsten Teil dieser Arbeit der Einfluss verschiedener
genetischer Faktoren auf die Biofilmentwicklung fundamental untersucht werden.
Dartiber hinaus sollte untersucht werden, wie weit die endogene Fahigkeit des
Organismus, einen leitfihigen Biofilm auf einer Anode zu bilden, gesteigert werden
kann und ob eine Korrelation zwischen bestimmten Biofilmparametern und der zu

erwartenden Stromproduktion in einem BES feststellbar ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultivierung

2.1.1 Mikroorganismen und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in der nachfolgenden
Tabelle 1 mit der jeweiligen Stammnummer, dem relevanten Genotypen sowie der

entsprechenden Referenz aufgefiihrt.

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

Stamm Genotyp Referenz

JG7 S. oneidensis MR-1 Venkateswaran et al., 1999
JG22 Escherichia coli DH5aZ1 Lutz und Bujard, 1997
JG98 E. coli WM3064 Dehio und Meyer, 1997
JG407 G. sulfurreducens PCA Caccavo et al., 1994
JGI18 S. oneidensis MR-1 A\ Bursac et al., 2017
JG1336  E. coli DH5a pPBAD_ leer Laura Philipp

JG1469 S. oneidensis MR-1 pBAD__leer Edel et al., 2021
JG1475  S. oneidensis MR-1 AX pBAD _ leer Miriam Edel

JG1733  E. coli DH5a pBAD__aggA Diese Arbeit

JG1734  E. coli DHba pMQ__bpfG Diese Arbeit

JG1735 K. coli DH5av pMQ_ Pypra Diese Arbeit

JG1736  S. oneidensis MR-1 AbpfG Diese Arbeit

JG1737 S. oneidensis MR-1 APy,es Diese Arbeit

JG1738  S. oneidensis MR-1 AX bpfG (C1168S) Diese Arbeit

JG1739 5. oneidensis MR-1 AX bpfA (P yma) Diese Arbeit

JG1740  E. coli WM3064 pMQ__bpfG (C116S) Diese Arbeit

JG1741  E. coli WM3064 pMQ_ bpfA (Peyma) Diese Arbeit

JG1751 E. coli DH5a pPBAD__wbpAP Miriam Edel

JG1758  S. oneidensis MR-1 AX pBAD__aggA Diese Arbeit

JG1861 S. oneidensis MR-1 AX pBAD__wbpA Diese Arbeit

JG1862  S. oneidensis MR-1 AX pBAD__wbpP Diese Arbeit

JG1863  S. oneidensis MR-1 AX pBAD__wbpAP Diese Arbeit
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2.1.2 Chemikalien, Gase und Enzyme

Samtliche verwendete Chemikalien und Gase wurden von Westfalen AG (Miinster),
AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Promega (Mannheim), Roche Diagno-
stics (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma Aldrich

(Deisenhof) bezogen.

2.1.3 Kulturmedien und allgemeine Handhabung

Zum Ansetzen aller Medien und Puffer wurde Reinstwasser (PURELAB Plus,
Veolia Water Technologies Deutschland, Celle) verwendet (siehe Tab. 2-11). Diese
wurden im Anschluss 20 Minuten bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert
und bei Raumtemperatur gelagert. Anoxische Medien wurden in einer mit Septum
verschlossenen Flaschen fiir mindestens 30 Minuten durch sich wiederholende Zyklen
von Begasung (N2 oder 80 % N2/20 % COg) und Vakuum anaerobisiert und
anschlieffend autoklaviert. Thermolabile Substanzen (Tab. 3) wurden sterilfiltriert
(0,2 pm, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) und zu bereits autoklavierten Medien

hinzugegeben.

Tab. 2: Zusammensetzung der LB-Medien.

Substanz LB LB-Agar LB (salzfrei) LB-Agar (salzfrei)
Trypton [g I'] 10 10 10 10
Hefeextrakt [g 1] 5 5 5 5
NaCl [g I'!] 5 5 - -
Agar-Agar [g '] - 20 - 20
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Tab. 3: Komplementationslosungen, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet
wurden.

Komponente Finale Konzentration
DAP 0,3 mM
Kanamycin 50 pg ml!
Arabinose 100 pM
Saccharose 10 % (w/v)

Tab. 4: Zusammensetzung der Spurenelementlésung (100X).

Substanz mg 1 mM

NaoEDTA x 2 H2O 2501,5 6,72

Mn(II)SO4 x H2O 22,0 0,13

NaCl 58,4 1,00

Fe(IT)Cly x 4 H2O 1074 0,54

CoCly x 6 H2O 119,0 0,50

ZnS0O4 x 7 H20 30,0 0,10

CuS0O4 x 5 HoO 5,0 0,02

H3BO3 350,0 0,66

NaoMoOy4 x 2 H2O 94,4 0,39

NiCly x 6 HoO 119,0 0,50

NaQSeO4 x 10 HQO 55,4 0,15

Tab. 5: Zusammensetzung des M4-Mediums.

Substanz gl ml I mM
KoHPO4 0,22 1,26
KH2POy4 0,09 0,66
HEPES 1,14 4,78
NaHCOg3 0,17 2,02
NH4SO4 1,19 9,01
NaCl 8,77 150,07
Caseinhydrolysat 1,00
Spurenelemente (siehe Tab. 4) 10
MgSOy 1,00
CaCly 0,10
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Tab. 6: Medien zur Kultivierung von S. oneidensis basierend auf M4-Medium
(siehe Tab. 5).

70 mM 100 mM Anozisch

Laktat Fumarat (N2)
Waschpuffer - - -
Oxische Kultivierung v - -
Anoxische Kultivierung v v v
MEZ-Medium v - v

Tab. 7: Zusammensetzung der Vitaminlosung (1000X).

Substanz mg !
Biotin 2,0
Folsaure 2,0
Pyridoxin-HCI 10,0
Thiamin-HCI 5,0
Riboflavin 5,0
DL-Ca-Pantothenat 5,0
Nicotinsaure 5,0
Cobalamin 0,1
p-Aminobenzoesaure 5,0
Liponséure 5,0

Tab. 8: Zusammensetzung der NB-Spurenelementlgsung (100X).

Substanz gl! mM
Nitriloessigsaure (mit KOH auf pH 6,5) 2,140 11,20
MnCls x 4 HoO 0,100 0,51
FeSO4 x 7 HyO 0,300 1,08
CoCly x 6 HoO 0,170 0,71
ZnS0O4 x 7 HoO 0,200 0,70
CuCls x 2 HyO 0,300 1,76
AIK(SO4)2 x 12 H20O 0,005 0,01
H3BO3 0,005 0,08
NagMoOy4 x 2 HoO 0,110 0,45
NiSOy4 x 6 HyO 0,110 0,41
NasWO4 x 2 HoO 0,200 0,61
pH = 7,0.
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Tab. 9: Zusammensetzung der Selenit-Wolframat-Losung (1000X).

Substanz mg ! uM
NaOH 500 12.501
Na28803 3 17
NaoWO4 x 2 HyO 4 12

Tab. 10: Zusammensetzung des Grundmediums zur Kultivierung von G. sulfurreducens.

Substanz g ! ml I mM
KHyPO, 0,420 3.09
KoyHPO, 0,220 1,26
NH4Cl 0,200 3,74
KCl 0,380 9,10
NaCl 0,360 6,16
NaHCO; 1,800 91,43
NayCOj3 0,500 472
MgCls x 6 H20 0,213 1,05
Casaminosauren 0,100

Vitaminlésung (siehe Tab. 7) 1
NB-Spurenelemente (siehe Tab. 8) 10
Selenit-Wolframat (siehe Tab. 9) 1

Autoklavieren und anschlieBend anaerobisieren mit 80 % No/20 % COs.
Komplementieren mit 10 ml Vitaminlésung (siehe Tab. 7), 1 ml 0,2 M Na-
Ascorbat-Losung und 1 ml 0,4 M CaCly x 2 HyO. pH = 7,0.

Tab. 11: Medien basierend auf dem Grundmedium zur Kultivierung von G. sulfur-
reducens (siehe Tab. 10).

Verwendung — Mikroorganismus  Laktat Acetat  Fumarat  Hefeextrakt

[mM] — [mM]  [mM] [g ']

Waschpuffer S. oneidensis - - - _
G. sulfurreducens - - - i}

Cokultur - - - -
Vorkultur S. oneidensis 70 - 100 -
G. sulfurreducens - 15 40 1
MEZ S. oneidensis 20 - - -
G. sulfurreducens - 20 - -
Cokultur 20 - - -
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Die Kultivierung von Zellen erfolgte ausgehend von Gefrierkulturen (Abschnitt 2.1.4),
welche zur Verwendung auf LB-Agar-Platten (Tabelle 2) ausgestrichen und bei
30 °C (S. oneidensis) bzw. 37 °C (E. coli) inkubiert wurden. Kulturen in Fliissig-
medien wurden mit Einzelkolonien von diesen Platten inokuliert und bei der entspre-
chenden Temperatur inkubiert. Zur Anzucht von G. sulfurreducens-Kulturen wurden
2 ml einer Cryo-Kultur (Abschnitt 2.1.4) in 1 1 anaerobisiertes Vorkulturmedium
(siche Tab. 11) dberfithrt. Diese Kultur wurde fiir mindestens 5 Tage bei 30 °C

inkubiert und anschlieend maximal 5 mal tiberfiihrt.

2.1.4 Cryokonservierung

Die dauerhafte Aufbewahrung von Bakterienstémmen erfolgte durch Cryokonservie-
rung. Hierzu wurde 1 ml einer dicht bewachsenen Fliissigkultur in einem Cryoréhrchen
mit 300 pl Glycerin versetzt und unmittelbar in fliissigem N tiefgefroren. Die

anschliefende Lagerung erfolgte bei -80 °C sowie in fliissigem Stickstoff.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolation von Plasmid-DNA und Quantifizierung von

Nukleinsauren

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte aus 2 ml einer aeroben LB-Kultur mit
Hilfe des Wizard Plus Miniprep DNA Purification Systems (Promega, Mannheim)
nach Vorgaben des Standardprotokolls. Die Lagerung praparierter Plasmide erfolgte
bei -20 °C.
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte durch die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Die Reaktionen wurden mit dem C1000 oder S1000 Thermocycler (Bio-Rad,
Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Zur préaparativen Amplifikation von DNA wurde
die PCRBIO HiFi Polymerase (PCR Biosystems, London, GB) in Anséitzen von
15 - 50 nl verwendet. Zur Kontrolle von Klonierungsschritten wurden analytische
PCRs durchgefiihrt. Hierzu wurde MangoMix® (Bioline, Luckenwalde) in Ansétzen
von 15 pl verwendet. Die Zusammensetzung der PCR-Anséatze ist in Tabelle 12,
verwendete Primer in Tabelle 13 und PCR-Protokolle in Tabelle 14 angegeben. Um
Einzelklone mittels PCR-Reaktionen zu untersuchen oder um genomische Abschnitte
direkt zu amplifizieren, wurden Bakterienkolonien als Grundlage fiir die PCR-
Reaktion eingesetzt. Damit entfiel die vorangehende DNA-Isolation (Giissow und
Clackson, 1989). Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte nach Erfolgskontrolle
durch Gelelekrophorese (Abschnitt 2.2.3), mit Hilfe des Wizard SV Gel and PCR

Clean-up Kits (Promega, Mannheim).

Tab. 12: Zusammensetzung der PCR-Ansitze fiir jeweils 15 pl.

MangoMia® PCRBIO Hifi
Mastermix 7,5 ul -
Puffer - 3l
Primergyq [10 pM] 0,75 nl 0,6 pl
Primerye, [10 pM] 0,75 nl 0,6 ul
Polymerase - 0,15 pl
Template 50 ng 50 ng
ddH»0O auffillen auf 15 pl
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Tab. 13: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Primer).

Nr. Sequenz 5°-3’ Verwendung

41 CTGGCGAAAGGGGGATGTG

Testprimer: pMQ-Plasmid
42 CATTAGGCACCCCAGGCTTTAC

52 GGACCACCGCGCTACTGC

Testprimer: pBAD-Plasmid
1194 GATTAGCGGATCCTACCTGAC

3472 AACTTTAAGAAGGAGATATACATAC
CCATGATGAAGACTTTAGTAAGACG

3473  CCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGAC
CGTTTTCATTGATTTGCTCCTC

Gibson-Ligation: aggA

3474 AGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG

TCGAGTGTCATTGAAGCCCG

3475  TCTGTCTAAACAGTGTCATCTTGGG
TGAGCCTACTCTATTGGTGT Gibson-Ligation: bpfG

3476 ACACCAATTAAACACCAATAGAGTA
GGCTCACCCAAGATGACACT

3477  TACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGG
GATCGATGGCGACCAAAAAC

3490  AGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG
TCGAACACCATGGGCTTATG

3491 TAATTACCGATCCCATTAAAGAAAC
ATATTTATAACAAATTATTC Gibson-Ligation: Py

3492 ATAATTTGTTATAAATATGTTTCTT
TAATGGGATCGGTAATTACA

3493  AGCTCGGTACCCGGGGATCGTATTG
CTGTCGTTGGCTAGTATAGAAGGTG

3494  AATGATTAAGTACCACCTTAATAAA
GAAACATATTTATAACAAATTATTC

3495  TTTGTTATAAATATGTTTCTTTATT
AAGGTGGTACTTAATCATTT

3496 TTTGACAATATTTTTGGAGATAGAG
TAATGGGATCGGTAATTACA

Gibson-Ligation: P .y;,4
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Fortsetzung: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Nr. Sequenz 5°-3’ Verwendung

3497  TTGATGTAATTACCGATCCCATTAC
TCTATCTCCAAAAATATTGT

3498 TCGCTATCATTGTTGAGC

Testpri : AP
3499 TACAAACAGCGAGTCTC eStprimer: A ppfa

3500 TCAATATTGACGAGATGACC

Testprimer: AbpfG
3501 CATGTTCAGATAGGGCA estprimer: Abpf

3502  TGAATCTCCACCATTGAC Einfithrung Punktmutation:
3503 TCAGAAGATTTTTCAATCGC bpfG (C116S)

3504 TCGATGACATAAAATTATGGG

Testprimer: bpfG (C11
3505 GTGATCCGCATCTTATCT estprimer: bpfG (C1168)

3523 CTTTAAGAAGGAGATATACATACCA
TGACACGTTACGAACAAATTAA

3524  AGCCAAGCTGGAGACCGTTTTTATG
CCAAAAACTCCTTGTAC

Gibson-Ligation: wbpP

3525  CTTTAAGAAGGAGATATACATACCA
TGATGTTTGATGTAGTAAATGC

3526 GTTCGTAACGTGTCATGTGAAATCC
AATCAGAAGCAAG

Gibson-Ligation: wbpA

3527  ATGACACGTTACGAACAAATTAA Testprimer: wbpP

3560 TAAGAAGGAGATATACATACCCATG
ATGACACGTTACGAACAA

3561 AAAACAGCCAAGCTGGAGACCGTTT
TTATGCCAAAAACTCCTTG

Gibson-Ligation: wbpA
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Tab. 14: Ubersicht iiber verwendete PCR-Protokolle.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

PCRBIO  MangoMis®

Hifi

Initiale Denaturierung 95 °C 300 s 300 s 1
Denaturierung 95 °C 15 s 30 s
Hybridisierung 55 - 65 °C 15 s 30 s 28 - 32
Elongation 72 °C 30 s/kb 30 s/kb
Endpolymerisation 72 °C 30 s 30 s 1

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese und Aufreinigung

Eine Trennung von Nukleinsduren nach ihrer Grofie erfolgte elektrophoretisch mit
Hilfe von Agarose-Gelen. Hierzu wurde 1 % Agarose (w/v) bis zum vollstandigen
Auflésen in TAE-Puffer (Tab. 15) aufgekocht und anschliefend mit 2 ppm Midori
Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics, Diiren) versetzt. Midori Green
interkaliert in DNA-Doppelstringe und weist bei Anregung mit UV- oder Blau/Griin-
Licht eine starke Fluoreszenz auf. Nach abgeschlossener Polymerisation wurde das
Gel in eine Laufkammer eingesetzt und die Proben in einem elektrischen Feld mit
TAE-Puffer (Tab. 15) als Elektrolyt zwischen 120 V (Powerpack Universal, Bio-Rad,
Kalifornien, USA) getrennt. Da MangoMix® bereits Ladepuffer enthélt, konnten diese
Reaktionsanséitze direkt verwendet werden und PCRBIO Hifi Amplifikate wurden
mit Ladepuffer (Tab. 16) versetzt. 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) wurde als Groflenstandard eingesetzt. Die Aufreinigung einzel-
ner DNA-Fragmente erfolgte aus Gel-Ausschnitten mit Hilfe des Wizard SV Gel and

PCR Clean-up Kits (Promega, Mannheim).
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Tab. 15: Zusammensetzung des TAE-Puffers (50X).

Substanz g L! mM
Tris-HCI (pH 8) 6,30 40
Eisessig 1,20 20
NagEDTA 0,93 1

Tab. 16: Zusammensetzung des Ladepuffers (6X).

Substanz Menge
Bromphenolblau 10 mg
Xylencyanol FF 0,05 g
Glycerin 12 ml
TAE-Puffer (50X, Tab. 15) 1,5 ml
ddH»0O 15 ml

2.2.4 Quantifizierung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wurde die jeweilige Probe in einem
Volumen von 1 yul spektrophotometrisch mittels NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) quantifiziert. Diese Methode wurde standardméaBig

fiir alle isolierten Nukleinsauren durchgefiihrt.

2.2.5 Sanger-Sequenzierung und bioinformatische Auswertung

Die Sequenzen von PCR-Amplifikaten und Plasmiden wurde nach Aufreinigung
mit der Sanger-Methode (Sanger et al., 1977) unter Verwendung des Mix2Seq Kits
(Eurofins Genomics, Ebersberg) sequenziert. Eine Uberpriifung erfolgte in-silico

mithilfe der CLC Main Workbench in der Version 8.0 (Qiagen, Aarhus, DNK).
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2.2.6 Restriktion und Ligation

Zur Klonierung von pBAD- und pMQ-Plasmiden wurden diese zunéchst unter
Verwendung von Ncol und Pmel bzw. BamHI und Sall linearisiert. Die verwen-
deten Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs (Schwalbach)
bezogen und nach zugehorigem Protokoll verwendet. Die Zusammensetzung eines

Restriktionsansatzes kann Tabelle 17 entnommen werden.

Tab. 17: Ansatz eines Restriktionsansatzes.

Substanz Menge
Puffer (10X) 2l

Restriktionsenzym je 1 nl
DNA 2-3 pg
ddH20O ad 20 pnl

37 °C fir 30 min

Die enthaltenen Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt (Abschnitt 2.2.3)
und jeweils das 4 kb (pBAD) bzw. das 8,1 kb (pMQ) groBe Fragment aufgereinigt.
Entsprechende Zielgene wurden amplifiziert und ebenfalls aufgereinigt. Zur Ligation
wurde das Verfahren der isothermalen in-vitro-Ligation nach Gibson verwendet
(Gibson et al., 2009). Hierzu wurden d4quimolare Mengen der zu ligierenden Fragmente
in einer Gesamt-DNA-Konzentration von 10-100 ng und einem Volumen von 5 pl in
einen Reaktionsansatz von 15 ul gegeben (Tab. 18 - 19). Der Ligationsansatz wurde
nach einer Reaktionszeit von 90 min bei 50 °C fiir 20 min dialysiert (MF-Millipore
Membran 0,025 pm hydrophil, Merck, Darmstadt). Die generierten Plasmide wurden

mittels Elektroporation in Zellen eingebracht.

31



2 Material und Methoden

Tab. 18: Zusammensetzung der Stammlosung (5X) fiir Ligationsansitze.

Komponente Menge
Tris/HCI (pH 7,5, 1 M) 125 pl
MgCly x 6 HoO (1 M) 12,5 pl
dNTPs (10 mM) 25 ul

DTT (1 M) 12,5 nl
NAD* (100 mM) 12,5 nl
Polyethylenglycol-8000 62,5 mg
ddH»0 62,5 pl

Tab. 19: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur isothermalen in-vitro-Ligation
nach Gibson.

Komponente Menge [ul]
Stammlosung (5X, Tab. 18) 125
PCRBIO Hifi Polymerase (2 U pl'!) 5

Taq DNA-Ligase (40 U pl'!) 40

T5 Endonuklease (0,1 U pl't) 16
ddH20 239

2.2.7 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Elektroporation ist eine Methode, bei der kurzzeitig eine elektrische Spannung
angelegt wird, um reversible Poren in der Zellmembran von Zellen zu erzeugen.
Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde eine Vorkultur des Zielstammes
in LB-Medium (Tab. 2) kultiviert. Wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase,
zwischen einer ODggg von 0,6 und 0,8, wurden die Zellen in einer Tischzentrifuge fiir
30 s bei 16.372 g pelletiert und viermal mit sterilem ddH2O (E. coli) bzw. steriler
3 M Sorbitollésung (S. oneidensis) gewaschen (Dower et al., 1988; Cao et al., 2019).
Im Anschluss wurden die Zellen in 200 pl Wasser bzw. Sorbitollésung aufgenommen.
Je 100 ul Zellsuspension wurden zusammen mit bis zu 2 ng Plasmid oder 10 pl eines

isothermalen in-vitro-Ligationsansatzes in eine Elektroporationskiivette (Elektroden-
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abstand 1 mm, Bio-Rad, Kalifornien, USA) gegeben. Die Elektroporation erfolgte
mit einem Mikropulser (Bio-Rad, Kalifornien, USA) durch Anlegen einer Spannung
von 1,8 KV (E. coli) bzw. 1,2 kV (S. oneidensis). Die Regeneration der Zellen erfolgte
sofort nach dem elektrischen Puls durch Aufnahme in 1 ml LB-Medium (Tab. 2).
Die transformierten Zellen wurden im Anschluss fir 60 min bei 37 °C (E. coli) bzw.

120 min bei 30 °C (S. oneidensis) inkubiert.

2.2.8 Konjugation und markerlose Modifikation von Genen in

Shewanella oneidensis

Um in S. oneidensis markerlose genomische Verdnderungen vorzunehmen, wurde der
Suizidvektor pMQ150 verwendet. Nach Linearisierung (Abschnitt 2.2.6) wurden in
die Schnittstelle 500 bp lange Bereiche eingefiihrt, welche den zu modifizierenden
Bereich flankieren. Sollte ein Bereich deletiert werden, wurden die flankierenden
Bereiche direkt aneinander ligiert. Um eine neue Nukleotidsequenz einzufithren, wurde
diese zwischen den beiden 500 bp langen Regionen eingefiigt. Das klonierte Plasmid
(siche Abschnitt 2.2.1) wurde in E. coli WM3064 transformiert (siche Abschnitt 2.2.7).
Dieser Stamm weist eine 2,6-Diaminopimelinsdureauxotrophie auf und ist daher zum
Wachstum auf die Zugabe von DAP angewiesen. Auflerdem tragt dieser Stamm
das pir-Gen, welches fiir das w-Protein kodiert. Dieses Protein wird benétigt, um
das pMQ150-Plasmid stabil zu replizieren, da es den R6K-Replikationsursprung
tragt. Des Weiteren enthélt das Plasmid zur Gegenselektion das sacB-Gen. Dieses
codiert fiir eine Levansucrase und katalysiert die Umwandlung von Saccharose in
Zuckerpolymere.

Die Transformation von pMQ150-Plasmiden in S. oneidensis erfolgte mittels Kon-

jugation. Der Plasmid-tragende E. coli WM3064-Stamm wurde zusammen mit
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dem Empfingerstamm auf einer Agarplatte ohne Antibiotikum mit 0,3 mM DAP
ausgestrichen. Nach Inkubation iiber Nacht bei 30 °C wurde Zellmaterial von dieser
Platte auf eine mit Kanamycin versetzte Platte ohne DAP tibertragen und erneut bei
30 °C inkubiert, bis Einzelkolonien erkennbar waren. Infolge der DAP-Auxotrophie
von E. coli WM3064 kann der Stamm auf dieser Platte nicht wachsen und aufgrund
der Kanamycin-Zugabe wachsen nur S. oneidensis-Zellen, welche das Plasmid durch
Konjugation empfangen haben. In Ermangelung des m-Proteins kann jedoch der
Shewanella-Stamm das Plasmid nicht stabil replizieren, sodass nur Zellen wachsen,
die das Plasmid in das Genom rekombiniert haben. Einzelkolonien wurden gepickt
und auf eine neue Kanamycin-LB-Platte iibertragen und iiber Nacht bei 30 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 5 mL Fliissig-LLB ohne NaCl mit einer Einzelkolonie
dieser Platte inokuliert und iiber Nacht schiittelnd bei 300 rpm und 30 °C inkubiert.
Zur Gegenselektion wurden von dieser Kultur mehrere Verdiinnungen (1:10, 1:100,
1:1.000, 1:10.000) auf LB-Platten ohne Salz mit Saccharose ausplattiert und bei
30 °C inkubiert, bis Einzelkolonien sichtbar wurden. Die Expression von sacB
fithrt zum Tod von transformierten Zellen, wenn sie in Gegenwart von Saccharose
ausplattiert werden. Der Mechanismus der Toxizitat konnte bisher nicht vollstandig
geklart werden, wobei die gdngige Theorie ist, dass die Akkumulation von Levanen
im Periplasma von gramnegativen Bakterien toxisch ist (Steinmetz et al., 1983).
Somit kénnen nur Shewanella-Zellen in Gegenwart von Saccharose iiberleben, bei
denen im Rahmen eines zweiten Rekombinationsereignisses das Plasmid tiber die
beiden 500-bp-Nukleotidsequenzen in das Genom integriert wurde. Durch diese
Rekombination entsteht zu 50 % der Ausgangsstamm und zu 50 % der gewiinschte

Stamm mit der entsprechend modifizierten Nukleotidsequenz.
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2.3 Kultivierung und Analyse von Biofilmen

Biofilme wurden mit einer Plattform kultiviert, basierend auf Hansen et al. (2019).
Die bereits bestehende Infrastruktur wurde um verschiedene Neuerungen erweitert,

welche im Folgenden beschrieben sind.

2.3.1 Mikrofluidische Plattform

2.3.1.1 Fertigung von mikrofluidischen Reaktoren

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Reaktoren wiesen einen geraden Kulti-
vierungskanal mit einer Lénge von 61,75 mm und einem Gesamtvolumen von 354 pl
auf (siehe Abb. 6). Die Grundfliche eines Reaktors betrug 76 x 26 mm, was der
Standard-Objekttragergrofle entspricht. Zur Fertigung der Reaktoren wurde das
Sylgard® 184 Silicone Elastomer Kit (Michigan, USA) nach zugehérigem Protokoll
verwendet. Das PDMS wurde in eine Negativform aus Messing (siehe Abb. 7) gefillt
und polymerisierte anschliefend fiir 2 h bei 60 °C aus. Der Kultivierungskanal
konnte hierbei iiber verschiedene Anschliisse durch Einsetzen von Platzhalterkaniilen
zuganglich gemacht werden. Bei Bedarf konnte zur Schaffung einer 1 x 1 cm groflen
Aussparung im Silikonkorper ein optionales Messingteil in die Giefiform eingesetzt

werden. In diese Aussparung kann ein 1 x 1 cm grofles Objekt eingesetzt werden.
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Abb. 6: Technische Zeichnung eines mikrofluidischen Reaktors. Es ist eine dreidimensionale
Ansicht eines Reaktors dargestellt, in dem vorne und hinten Kaniilen zur Mediumszu- und
-abfuhr und seitlich eine Inokulationskaniile sowie eine Referenzelektrode platziert werden
kénnen. In die obere Aussparung kann ein 1 x 1 cm Objekt, wie z. B. eine Elektrode, zur
Oberflichenuntersuchung eingesetzt werden. Anzahl und Lokalisation der Kaniilenzugénge
sowie die obere Aussparung sind optional und kénnen entsprechend des durchzufithrenden
Experiments angepasst werden. Der Kultivierungskanal hat ein Gesamtvolumen von 354 pl
und ist insgesamt 61,75 mm lang (bzw. 54 mm wird nur der Quader betrachtet).

Abb. 7: Messingform zur Fertigung von mikrofluidischen PDMS-Reaktoren. In a ist
eine zusammengesetzte GieSkammer mit vier eingesetzten Platzhalterkantilen dargestellt.
Mit vier Réndelmuttern kann bei Bedarf ein Messingteil zur Schaffung einer 1 x 1 cm
grofen Aussparung im Silikonkorper angebracht werden. In b sind die Einzelteile der
zusammengesetzten Gielkammer (jedoch ohne Kaniilen) dargestellt.
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Der offene Kanal des ausgehérteten Silikonkérpers wurde durch einen Objekttrager
(1 mm Stérke) verschlossen, welcher durch Sauerstoffplasmabehandlung (Plasma
Flecto 10, Plasma Technology, Herrenberg) kovalent an das Silikon gebunden wurde.
Zur Stéarkung der Bindung zwischen Silikon und Glas, wurde der Reaktor anschlieBend
fiir weitere 10 - 20 Minuten bei 100 °C inkubiert. Zwei verschiedene mikrofluidische

Reaktoren sind beispielhaft in Abbildung 8 dargestellt.

‘ Elektrode

. PDMS-Reaktor

Objekttrager
- ) g

\

Referenz-
elektrode

Abb. 8: Zwei verschiedene beispielhafte mikrofluidische Reaktoren. Durch Einsetzen von
Platzhalterkaniilen in die Messingform bei der Fertigung der Reaktoren kénnen Zugénge an
beliebigen Positionen geschaffen werden. In diese konnen spéter Kantilen zur Mediumszu-
und -abfuhr oder eine Referenzelektrode eingesetzt werden. Auflerdem kann bei Bedarf eine
1 x 1 cm grofien Aussparung im Silikonkoérper geschaffen werden, in welche eine Elektrode
eingesetzt werden kann.

2.3.1.2 Plattform fiir eine multiparallele mikrofluidische Biofilmkultivierung

Alle Komponenten der mikrofluidischen Kultivierungsplattform wurden so entworfen,
dass sie modular einsetzbar sind. Ziel war es, Experimente multiparallel mit mafige-
schneiderten Versuchsbedingungen unter Anwendung moglichst nicht-destruktiver
in-situ-Analysemethoden durchfiihren zu kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit sind drei
verschiedene Arten der Biofilmkultivierung zu unterscheiden: Nutzung von (I) Sauer-

stoff, (IT) Fumarat oder (III) einer Anode als terminaler Elektronenakzeptor. Alle
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Versuche wurden in Kammern durchgefiihrt, welche jeweils ein Triplikat beherbergen.
Diese Kammern bestehen aus jeweils zwei Teilkammern, wobei nicht beide gleichzeitig
genutzt werden miissen. In jeder Teilkammer ist Platz fiir drei Reaktoren, sodass
Unikate aus ein oder zwei Reaktoren bestehen kénnen. Stumpfe Kaniilen wurden an
den Positionen der jeweilig zuvor entfernten Platzhalterkaniilen eingesetzt, wobei
die Kanilen zur Mediumszu- und abfuhr einen Innendurchmesser von 0,95 mm
und die Kaniilen zur Inokulation einen Innendurchmesser von 0,57 mm aufwiesen.
Verbindungen zu den Reaktoren wurden iiber Luer-Verbinder hergestellt und Zugéinge

zu den Versuchskammern iiber stumpfe Kaniilen mit einem Innendurchmesser von

Abb. 9: Versuchskammern zur Kultivierung von mikrofluidischen Flief3zellen. a Eine
Kammer besteht grundsétzlich aus einer Bodenplatte und einem Rahmen. Bei Bedarf
kann auf jede Teilkammer ein Deckel platziert werden. In b ist eine Kammer dargestellt,
in der ein Versuchsunikat aus nur einem Reaktor besteht. Dieser Versuchsaufbau wurde
zur Kultivierung von oxischen Biofilmen (ohne Deckel) und anoxischen Biofilmen (mit
Deckel) verwendet. In ¢ ist eine Kammer fiir bioelektrochemische Versuche gezeigt. In
einer Teilkammer mit Deckel sind die anodischen Reaktoren (Arbeitselektrode) platziert
und in der Teilkammer ohne Deckel die kathodischen Reaktoren (Gegenelektrode). Die
mikrofluidischen Reaktoren kénnen auf Halterungen platziert werden, welche in b und ¢ zu
sehen sind (siche auch Abb. AT).
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0,95 mm. Fiir anoxische Kultivierungen kann auf jeder Teilkammer ein Deckel platziert
und die Kammer durch seitliche Zugéange kontinuierlich begast werden. Sowohl Deckel
als auch Bodenplatte und Rahmen sind aus vergleichsweise gasundurchlassigem
Polycarbonat gefertigt. In Abb. 9 sind Versuchskammern der im Rahmen dieser

Arbeit durchgefithrten Experimente dargestellt.

Abb. 10: Robotische Plattform fiir eine multiparallele mikrofluidische Biofilm-
kultivierung. Das Raumportal hat einen dreidimensionalen Arbeitsraum von
80 x 80 x 50 cm (x/y/z) und bietet Platz fiir bis zu sechs Polycarbonat-Gehéuse. Die
Biofilmentwicklung kann durch Integration eines optischen Kohérenztomographen (OCT)
automatisiert iiberwacht werden.
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Um die aktive Arbeitszeit bei Nutzung der Plattform weitestgehend zu reduzie-
ren, wurde die Bildroutine mittels optischer Kohérenztomographie (OCT) in ein
Raumportal (DLE-RG-0003, igus®, Kéln) integriert. Das Raumportal hat einen
dreidimensionalen Arbeitsraum von 80 x 80 x 50 ¢cm (x/y/z) und bietet Platz fir
bis zu sechs Polycarbonat-Gehéuse (siche Abb. 10). An der z-Achse wurde eine
Halterung montiert, an die der OCT-Scanner iiber eine Schwalbenschwanzhalterung

befestigt werden kann.

2.3.1.3 Herstellung von Ag/AgCl-Referenzelektroden

Aufgrund der Dimensionen der Zugangsstellen zu den mikrofluidischen Reaktoren
mussten geeignete Referenzelektroden elektrochemisch hergestellt werden. Zu diesem
Zweck wurde ein 3 cm langes Stiick Silberdraht mit einem Durchmesser von 0,8 mm
(ChemPur, Karlsruhe) zunéchst in Reinstethanol gereinigt. Der trockene Silberdraht,
umgeben von einem feinen Platinnetz, wurde anschlieend in ein Becherglas mit 0,1 M
entgaster Salzsdure getaucht. Die Oberflache des Becherglases wurde mit Stickstoff
gespiilt. Anschliefend wurde an den Silberdraht, welcher die Arbeitselektrode dar-
stellte, ein Potential angelegt, wobei das Platinnetz die Gegenelektrode darstellte. Als
Referenzelektrode wurde eine handelstibliche Ag/AgCl-Referenzelektrode verwendet.
Zur Equilibrierung wurde zunéchst 5 Minuten lang eine Leerlaufspannung (OCV,
open circuit voltage) und anschlieBend 50 Minuten lang eine Spannung von 50
mV gegen OCV angelegt. Die so hergestellte Ag/AgCl-Elektrode wurde nach der
Préparation getrocknet. Fiir jeden anodischen Reaktor wurde eine frisch hergestellte

Referenzelektrode verwendet.
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2.3.2 Optische Analysen

Biofilme kénnen optisch mit Hilfe mehrerer Methoden untersucht werden, wobei
das eigentliche bildgebende Verfahren anhand der abgebildeten Groéflenordnung
klassifiziert werden kann. Wagner et al. (2010) haben ein skaleniibergreifendes Schema
eingefiihrt, in der zwischen der Untersuchung einzelner Zellen, mikroskopischer,
mesoskopischer sowie makroskopischer Strukturen unterschieden wird (Abb. 11).
Lichtmikroskopie fiigt sich hier im Bereich zwischen der Darstellung einzelner Zellen
und mikroskopischen Strukturen bis hin zur teilweisen Darstellung mesoskopischer
Strukturen ein. Insbesondere wird Lichtmikroskopie eingesetzt, um geféarbte oder
mit Sonden markierte Biofilme zu untersuchen. Biofilme kénnen jedoch zum Teil
mehrere hundert Mikrometer grof3 werden, was eine lichtmikroskopische Untersuchung
unhandlich oder sogar unméglich macht. Optische Koharenztomographie (OCT) stellt

hier eine Moglichkeit dar, um Biofilme mesoskopisch abbbilden zu kénnen. Werden

Photographie
< >
OCT
< >
CLSM
< >
SEM Makroskopische Struktur
< > >1cm

1T mm
Einzelzelle  Zellcluster Mikroskopische Struktur

1pum 20 pm 100 pm

Abb. 11: Techniken zur optischen Untersuchung von Biofilmstrukturen in verschiedenen
Maflstdben nach Wagner et al. (2010). SEM = Rasterelektronenmikroskopie (scanning
electron microscopy, CLSM = konfokales Laser-Scanning-Mikroskopie (confocal laser
scanning microscopy) und OCT = optische Kohédrenztomographie (optical coherence
tomography).
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Biofilme mittels OCT untersucht, steht weniger die Verteilung einzelner Zellen oder
Zelltypen, sondern mehr die allgemeine Architektur und die Entwicklung des Biofilms

uber die Zeit im Fokus.

2.3.2.1 Biofilmbestimmung mittels optischer Kohirenztomographie

OCT ist ein interferometrisches Bildgebungsverfahren, welches nicht-invasiv arbeitet
und in Echtzeit 1D-Tiefen-, 2D-Querschnitts- oder 3D-Volumenbilder aufnehmen
kann. OCT-Bilder wurden in dieser Arbeit mit einem GanymedeTM-Spektral-
doménensystem (GAN611C1-SP1, Thorlabs, Dachau) aufgenommen. Der Tomo-
graph beinhaltet eine Lichtquelle, einen dichroitischen Spiegel (Strahlenteiler), einen
Referenzarm mit einer konstanten Lénge und einen Probenarm. Der Probenarm
ist mit einer Okjektivlinse ausgestattet, welche auf die Probe, in diesem Fall den
Biofilm, fokussiert wird. Die zentrale Wellenldnge der Lichtquelle betragt 930 nm mit
einer Bandbreite von 100 nm. Das Licht wird von der Probe reflektiert und gestreut
und interferiert mit dem Licht des Referenzarms am Strahlenteiler. Diese Interfe-
renzsignale werden digital aufgenommen und analysiert. OCT-Bilder liefern somit
strukturelle Informationen iiber eine Probe auf der Grundlage des von verschiedenen

Materialschichten innerhalb der Probe zuriickgestreuten Lichts.

Die Auswahl der Aufnahmeparameter sowie Datenauswertung erfolgten wie beschrie-
ben nach Wagner und Horn (2017). OCT-Bilder wurden mit Pixeldimensionen von
4x4x2,14 pm (x/y/z) bei einer Aufnahmegeschwindigkeit von 100 kHz aufgenommen.
Zur Beschreibung und Quantifizierung der Biofilme wurden die aufgenommenen
Datensétze in mehreren aufeinander folgenden Schritten mit (Fiji Is Just) ImageJ

Version 2.1.0/1.53 (Schindelin et al., 2012) bearbeitet. Der wichtigste Schritt der

42



2 Material und Methoden

Datenprozessierung ist die Trennung der Biomassedaten vom Hintergrundrauschen.
Rohbilder haben eine Bit-Tiefe von 32 (23?), was bedeutet, dass jeder Pixel einen

232_1 hat. Aufgrund der Auflssung der verwendeten Monitore

Wert zwischen 0 und
wurden die Bilder zunachst in 28-Bilder konvertiert. Zur Trennung von Biomasse-
und Hintergrundsignal muss ein passender Schwellenwert (0-255) angelegt werden,
wodurch die Bilder binarisiert werden. Nach der Binarisierung haben die Bilder eine
Bit-Tiefe von 2 (2!), wobei Biofilmpixel wei und Hintergrundpixel schwarz sind.
Alle weiteren Arbeitsschritte und Berechnungen basierten auf diesen Binédrdaten.
Das Biofilmvolumen wurde berechnet, indem die Anzahl der weiflen Pixelsignale mit
der VoxelgroBle der Bilder korreliert wurde. Auf Grundlage der von Wagner und Horn
(2017) entwickelten Prozessroutine wurden Hohenkarten der Biofilme erstellt und die
Oberfldchenbedeckung auf Grundlage dieser Hohenkarten bestimmt. Die Porositéit ®
der Biofilme wurde bestimmt, indem die tatsédchliche Hohe hye, mit einer theoretisch

aus dem Biovolumen (100 % Dichte) berechneten hypothetischen Hohe hypeoretisch

nach der folgenden Formel korreliert wurde:

¢ _ hreal - htheoretisch 100 (1)
hreal

Das Raumportal wies eine Wiederholgenauigkeit von 500 pm auf. Um eine weitestge-
hende Automatisierung der Datenerfassung und -prozessierung zu erméglichen, waren
die OCT-Bilder grofier (von oben gesehen) als der eigentliche Kultivierungskanal. Aus
diesem Grund mussten seitlich des Kanals Bildteile abgeschnitten werden, damit diese
nicht in die Berechnungen einbezogen werden. Um die Automatisierung dieses Schrit-
tes zu ermoglichen, wurden nur 50 % des jeweiligen Kultivierungskanals ausgewertet.

Somit sind die Seitenwande nicht in die Berechnung von Biovolumen, Biofilmhohe,
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Oberflachenbedeckung und Porositat eingegangen. Lediglich die Hohenkarten zeigten

den gesamten Kanal.

2.3.2.2 Zellviabilitatsassay

Zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen in Biofilmen, welche in
mikrofluidischen bioelektrochemischen Durchflussreaktoren kultiviert wurden, wur-
de eine Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung (Lebend-Tot-Farbung) angewendet. Die
Biofilme wurden mit phosphatgepufferter Salzlosung (siehe Tab. 20) gewaschen.
Diese Losung und alle nachfolgenden Losungen wurden 20 Minuten lang im Dunkeln
mit einer Flussrate von 4 mL h™' mittels einer Spritzenpumpe (LA160, Landgraf
Laborsysteme HLL, Langenhagen) durch die Reaktoren gepumpt. Fiir die Farbe-
16sung wurden 4,5 pl. Propidiumiodidlésung (20 mM in Dimethylsulfoxid) und
3 uL Syto9 (5 mM in ddH20O; beide von Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA) zu 3 mL PBS hinzugefiigt. Schliefllich wurden die Reaktoren erneut mit PBS
gewaschen. Mikroskopische Aufnahmen wurden mit einem Leica DM5500B-Mikroskop
aufgenommen, das mit einer Leica K5-14401820-Kamera und der Leica Application
Suite X Software Version 3.8.0.26413 (Leica Microsystems, Wetzlar) ausgestattet
war. Zundchst wurden Bilder der Biofilme mit einem Tauchobjektiv (HC APO L
U-V-163x/0.90 WATER UV, Leica Microsystems, Wetzlar) aufgenommen, indem die

Elektrode vorsichtig aus dem Kultivierungskanal entfernt und in eine Petrischale mit

Tab. 20: Zusammensetzung der phosphatgepufferten Salzlosung (PBS, 10X).

Substanz gl mM
NaCl 80 1368,93
KCl1 2 26,83
NaoHPO4 14,4 101,44
KHoPOy 2,4 17,64
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PBS gelegt wurde. Um das Verhaltnis der stoffwechselaktiven Zellen im Vergleich
zu den Zellen mit beschadigter Membran (tote Zellen) innerhalb der Biofilm-Matrix
zu bestimmen, wurde der Biofilm mit PBS und einer Pipette von der Elektrode
abgespiilt. Der Biofilm wurde durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert, auf einen
Objekttrager tibertragen und mit dem Objektiv N PLAN 100x/1,25 OIL (Leica
Microsystems, Wetzlar) abgebildet. Die Elektrode wurde in eine Petrischale mit
PBS gelegt, und der verbleibende Biofilm wurde ebenfalls mit dem Tauchobjektiv
untersucht. Um die Lebensfihigkeit der Biofilmschichten in Anodennéhe zu beurteilen,
wurde der Biofilm mit einem Skalpell von der Elektrode entfernt. Der Biofilm wurde
kopfiiber auf einen Objekttrager gelegt und ein Deckglas auf den ehemals unteren Teil
des Biofilms gelegt. Die Bilder wurden mit dem Objektiv N PLAN 100x/1,25 OIL
(Leica Microsystems, Wetzlar) aufgenommen. Der verbleibende Biofilm auf der Anode
wurde auf die gleiche Weise wie zuvor sichtbar gemacht. Fiir alle Aufnahmen wurden
die Filterwiirfel L5 ET (k) und Y3 ET (k) der Chroma Technology Corporation
(Vermont, USA) verwendet. Der Prozentsatz an toten und lebenden Zellen wurde mit
(Fiji Is Just) ImageJ Version 2.1.0/1.53 (Schindelin et al., 2012) bestimmt. Zu diesem
Zweck wurden die Bilder in 2% konvertiert, mit einem geeigneten Schwellenwert
(0-255) binarisiert und die Prozentsitze der lebenden und toten Zellen mit Formel 2

bzw. 3 bestimmt.

Pizel
Alebend _ > Pixeliepend 2100 (2>

Y. Pizeljepeng +>° Pixelio

Z Pz’xeltat
Aot = 2100 3
tot > Pixelior + > Pixeljepend ( )
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2.3.2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Zur Lokalisation verschiedener Bakterienarten innerhalb eines Biofilms wurde Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) angewandt. Mit Hilfe dieser molekularbiologischen
Methode kénnen DNA und RNA in-situ in biologischen Proben nachgewiesen werden.
Die Methode beruht auf der Hybridisierung von zur gesuchten Basenfolge komplemen-
tdaren Nukleinséduresonden, welche fluoreszenzmarkiert sind. Zur Unterscheidung von
S. oneidensis und G. sulfurreducens wurden die Sonden SHEW?227 (Huggett et al.,
2008) und GEO2 (Richter et al., 2007) verwendet. Ziel dieser Sonden ist die 16S rRNA,
als Bestandteil der Ribosomen. Dieser Bereich ist hoch konserviert und erlaubt
dadurch eine phylogenetische Unterscheidung verschiedener Arten, zudem kann
durch die Bindung der zielgerichteten rRNA-Oligonukleotidsonden eine Aussage tiber
die Aktivitdt der Zellen getroffen werden, da das FISH-Signal mit dem Vorkommen

an Ribosomen korreliert.

Die Durchfithrung erfolgte im Wesentlichen nach den Methoden von Amann et al.
(1990) mit den in den Tabellen 21 - 23 aufgefithrten Puffern und Losungen. Das
gesamte FISH-Verfahren wurde innerhalb der mikrofluidischen Reaktoren durch-
gefithrt, indem die einzelnen Losungen nach Ende des Experiments durch den
Kultivierungskanal gepumpt wurden. Da das Protokoll auf der Fixierung von
kultivierten Zellen beruht, stellt diese Analysemethode eine Endpunktanalyse dar.
Alle Losungen wurden an aktive 2/2 normal geschlossene Ventile (SMV-2R-BN1F;
Takasago Koryo Kogyo, Tokio, Japan) angeschlossen. Die Steuerung der Ventile
erfolgte iiber eine eigens angefertigte Bedieneinheit. Uber Y-Verzweigungen wurden
alle Losungen in einem einzigen Auslassschlauch zusammengefiihrt, welcher an
eine Reglo ICC Peristaltikpumpe (ISMATEC Industry Solution, Grevenbroich)

angeschlossen wurde. Die Losungen wurden mit einer Geschwindigkeit von 4 mL h-!
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in den mikrofluidischen Reaktor geférdert. Eine tabellarische Auflistung der einzelnen
Schritte ist in Tabelle 24 zu finden. Die Automatisierung des FISH-Protokolls erfolgte

in Zusammenarbeit mit Henning Klein und René Wurst.

Tab. 21: Hybridisierungspuffer fiir Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).

Losung Menge in ml

20 % Formamid 40 % Formamid
5 M NaCl 1,08 1,08
1 M TRIS HCI (pH 8) 0,12 0,12
20 % SDS (w/v) 0,003 0,003
Formamid 1,2 2,4
ddH20 3,6 2,4

Tab. 22: Waschpuffer fir Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).

Losung Menge in ml

20 % Formamid 40 % Formamid
5 M NaCl 4,5 0,46
1 M TRIS HCI (pH 8) 1 1
20 % SDS (w/v) 0,025 0,025
0,5 M EDTA (pH 8) 0,5 0,5
ddH20O 3,6 24

Tab. 23: Zusammensetzung des Einbettpuffers.

Substanz ml !
Citiflour 11
Vectashield 2
PBS 1x (siche Tab. 20) 1
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2.4 Mathematische Auswertungen und Graphen

2.4.1 Mathematische Auswertungen

Mathematische Auswertungen erfolgten mit Origin 2021 (OriginLab, Massachusetts,
USA).

2.4.2 FErstellung von Graphen

Fiir graphische Darstellungen wurde Origin 2021 (OriginLab, Massachusetts, USA)
genutzt. Abbildungen wurden mit Hilfe von GIMP 2.1 (GNU Image Manipulation
Program, https://www.gimp.org) und BioRender (https://www.biorender.com)

erstellt.
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3 Ergebnisse

Obwohl S. oneidensis der am besten untersuchte Modellorganismus in Bezug auf die
Reduktion extrazellularer Elektronenakzeptoren ist, sind die Elektronentransferraten
um ein Vielfaches niedriger als bei G. sulfurreducens (Engel et al., 2019; Klein
et al., 2023). Diese Arbeit basiert auf der Hypothese, dass dieser Unterschied vor
allem in der konduktiveren EZM von G. sulfurreducens begriindet liegt. Daher
sollte der Einfluss verschiedener genetischer Faktoren auf die Biofilmentwicklung
von S. oneidensis fundamental untersucht werden, um zu ermitteln, ob diese zur
Ausbildung leitfihigerer Biofilme und damit zur Erhohung der Reduktionsraten
extrazellularer Elektronenakzeptoren beitragen kénnen. Um in der Lage zu sein,
Biofilmentwicklung und Stromproduktion direkt miteinander zu korrelieren, sollte
zunachst eine mikrofluidische Kultivierungsplattform mit integrierter automatisierter
dreidimensionaler Bildgebung etabliert werden. Die Validierung der Plattform erfolgte
durch Untersuchung einer Modellgemeinschaft aus G. sulfurreducens und S. oneiden-
sis. Da mit Geobacter-Spezies bis heute die hochsten nachweisbaren Stromausbeuten
erzielt werden, sollen diese Untersuchungen zudem einen Maflstab liefern, welche

Stromausbeuten unter natiirlichen Bedingungen erreicht werden konnen.

3.1 Untersuchung der Biofilmentwicklung einer mikrobiellen

Modellgemeinschaft

Ziel war es die Biofilmentwicklung einer mikrobiellen elektroaktiven Modellgemein-
schaft aufzuklaren. Die Modellgemeinschaft hierfir stellte eine S. oneidensis/G. sul-

furreducens-Cokultur dar. Um Unterschiede in der Biofilmentwicklung der beiden
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Modellorganismen zu ermitteln, wurden zudem Einzelkultur-Biofilme untersucht.

3.1.1 Quantitative Analyse der Elektroaktivitat von S. oneidensis-

und G. sulfurreducens-Biofilmen sowie eines Cokultur-Biofilms

Kohlenstoff- und Elektronenquelle fiir die Einzelkulturversuche war Laktat fiir die
Kultivierung von S. oneidensis und Acetat fir die Kultivierung von G. sulfurre-
ducens. S. oneidensis zeigte wahrend der Inokulation eine Spitzenstromdichte von
~ 360 £ 170 nA cm™ (Datensatz von René Wurst, Abb. 12a). Danach fiel die
Stromdichte stark ab und pendelte sich nach etwa 26 Stunden bei 150 4+ 20 nA cm™!
ein. Es konnten keine Biofilmdaten erhoben werden, da die Féahigkeit von S. oneidensis
anodische Biofilme auszubilden eher begrenzt ist (Kitayama et al., 2017; Baron
et al., 2009; Rosenbaum et al., 2012) und die Biofilmdicke im untersten Bereich der
Messempfindlichkeit des OCT-Geréts lag (8 x 8 x 5,5 pm). Nach der Inokulation von
G. sulfurreducens konnte zunachst eine etwa 24-stiindige Latenzphase beobachtet
werden, gefolgt von einer logarithmischen Wachstumsphase, die nach 72 h zu einem
stationiren Plateau von etwa 200 4= 10 pA cm™ fithrte (Abb. 12b). Auffallend war,
dass nach 24 h die Stromdichte mit 4 + 3 pA cm™ noch vergleichsweise niedrig war,
die Biofilmhohe und das Biovolumen aber bereits Werte von 10,8 4+ 8,4 um bzw.
0,6 £ 0,4 mm?® cm™2 erreichten, was etwa einem Drittel der Werte nach 72 h entspricht,
als die Stromdichte ihr Plateau erreichte. Somit konnte im Verlauf des Experiments
keine lineare Korrelation zwischen Biofilmentwicklung und der Stromdichte beobach-
tet werden. Fiir die Cokultivierung von S. oneidensis und G. sulfurreducens sollte
eine Abhéngigkeit der beiden Organismen etabliert werden. Aus diesem Grund wurde
Laktat als einziger Elektronendonor und Kohlenstoffquelle eingesetzt. Summers

et al. (2012) konnten zeigen, dass Laktat vom G. sulfurreducens-Wildtyp nicht
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Abb. 12: Anodische Biofilmentwicklung von S. oneidensis (a), G. sulfurreducens (b)
und einer S. oneidensis/G. sulfurreducens-Cokultur (c) im Vergleich. Die
Biofilme wurden in mikrofluidischen mikrobiellen Elektrolysezellen (MEZ) kultiviert.
Die chronoamperometrische Untersuchung erfolgte unter Anlegen einer Spannung von
0 V ws. SHE bis zu dem Zeitpunkt, an dem die Stromdichte ein Plateau erreichte.
Biofilmhohe und Biovolumen wurden mittels optischer Kohédrenztomographie (OCT)
untersucht. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen Versuchen
(n = 3) dar.

verstoffwechselt werden kann und dass nur eine langfristige Laborevolution zu
einer Anpassung an Laktat als Kohlenstoffquelle und Elektronenquelle fithren kann.
Die Kultivierung der Cokultur fithrte zu deutlichen Unterschieden im Vergleich
zu den Einzelkulturversuchen (Abb. 12¢). Die Stromdichte der Cokultur wies eine
Latenzphase von etwa 24 h auf und ein Plateau von 130 £+ 3 pA cm™ konnte nach
neun bis zehn Tagen erreicht werden. Die Biofilmhéhe und das Biovolumen blieben in

den ersten fiinf Tagen eher gering und nahmen ab dem siebten Tag linear zu, bis an

3 2

Tag zehn eine Biofilmhéhe und ein Biovolumen von 20 um bzw. 2 mm® ¢cm™ erreicht
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wurden. Wéhrend bei G. sulfurreducens bereits vor dem exponentiellen Anstieg der
Stromdichte ein ausgeprégtes Biofilmwachstum beobachtet wurde, blieb die Cokultur

in Bezug auf das Biofilmwachstum hinter der Entwicklung der Stromdichte zuriick.

Da fiir S. oneidensis keine Biofilmdaten generiert werden konnten, sind in Ab-
bildung 13 nur von G. sulfurreducens und der Cokultur weitergehende Biofilm-
analysen dargestellt. Die Biofilmporositat beschreibt den Anteil an Hohlraumen
in der Biofilmmatrix. Je kompakter ein Biofilm ist, desto weniger Hohlrdaume
hat er. Wéahrend die Porositat des Biofilms von G. sulfurreducens wéahrend des
gesamten Experiments etwa 36 - 40 % betrug, nahm sie in der Cokultur von etwa
21 £+ 18 % zu Beginn auf 6,5 + 5,5 % am Ende des Experiments ab (Abb. 13a-b).
An dieser Stelle sei erwdhnt, dass die Standardabweichung im Allgemeinen mit
zunehmendem Biovolumen abnimmt, da Storsignale bei der OCT-Bildgebung nie
vollstandig vermieden werden konnen und dann einen geringeren Einfluss haben.
Die Bedeckung der Elektrodenoberflache (Abb. 13c-d) nahm mit der Stromdichte
zu und erreichte bei maximaler Stromdichte sowohl fiir G. sulfurreducens allein
als auch fir die Cokultur 75 % Bedeckung. In Abbildung 13e-f ist neben der
Stromdichte die erste Ableitung der Stromdichte (griin), die Elektroaktivitit pro
Biovolumen (blau) sowie pro Biofilmhohe (rot) dargestellt. Ersteres entspricht der
Anderung der Stromdichte pro Stunde und Elektroaktivitit ist hier definiert als
der pro Kubikmillimeter Biofilmvolumen bzw. pro Mikrometer Biofilmhohe erzeugte
Strom. Wéhrend bei G. sulfurreducens die erste Ableitung der Stromdichte an Tag 2
ein Maximum zeigte und die Elektroaktivitat kontinuierlich anstieg, verhielt sich die
Aktivitat der Cokultur ahnlich wie die erste Ableitung der Stromdichte und zeigte
einen Spitzenwert zwischen Tag 5 und 7. Das Maximum der Stromentwicklung von

G. sulfurreducens an Tag 2 korrelierte mit der Wachstumsrate des Biofilms.
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Abb. 13: Weitergehende Biofilmanalysen von G. sulfurreducens (a, ¢ und f) und einer
S. oneidensis/G. sulfurreducens-Cokultur (b, d und e). Biofilmporositit (a-b),
Anodenbedeckung (c-d) und die erste Ableitung der Stromdichte, Elektroaktivitiat pro
Biovolumen sowie Elektroaktivitit pro Biofilmhohe (e-f) sind im Vergleich zur Stromdichte
iber die Zeit aufgetragen. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen
Versuchen (n = 3) dar.
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3.1.2 Eine FISH-Analyse zeigt ein spezifisches Verteilungsmuster der

S. oneidensis- und G. sulfurreducens-Zellen

Um die rdumliche Verteilung und Verhéltnisse der S. oneidensis- und G. sul-
furreducens-Zellen zu untersuchen, wurde ein Cokultur-Biofilm mittels FISH und
anschlieBender CLSM analysiert (Abb. 14-15). Hierbei konnte ein Verhéltnis von
33 £ 11 % S. oneidensis-Zellen zu 67 + 10 % G. sulfurreducens-Zellen ermittelt
werden (Abb. 14a). Da diese Daten jedoch durch Pixelzahlung der binarisierten
CLSM-Bilder gewonnen wurden, konnte die tatsdchliche Anzahl der G. sulfurreducens-
Zellen aufgrund ihrer geringeren Zellgroe (d. h. weniger Pixel pro Zelle) noch hoher
gewesen sein. Tragt man das Verhéltnis der beiden Organismen gegen die Biofilmtiefe
auf (Abb. 14b), so zeigt sich, dass in den oberen Biofilmschichten (0 bis -5 pm)
die Haufigkeit beider Organismen gleich verteilt war. Mit zunehmender Néhe zur

Anode verschiebt sich dieses Gleichgewicht zugunsten von G. sulfurreducens, bis in
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Abb. 14: Quantitative Ergebnisse einer rdumlich aufgelosten FISH-Analyse eines
S. oneidensis/ G. sulfurreducens-Biofilms. In a ist das Verhéltnis von S. oneidensis-
zu G. sulfurreducens-Zellen iiber den gesamten Biofilm und in b gegen die Biofilmtiefe
dargestellt. 0 um ist hier die &uflere Biofilmschicht und die Zahlenwerte werden mit
zunehmender Néahe zur Anode immer negativer.
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. 7
‘

6
d

: 1
.

Abb. 15: Rdumlich aufgeloste FISH-Analyse eines S. oneidensis / G. sulfurreducens-
Biofilms. In a ist eine dreidimensionale Darstellung gezeigt und in b-d sind die einzelnen
Schichten dieser Ansicht gezeigt. G. sulfurreducens ist hierbei in ¢, S. oneidensis in d und
eine Uberlagerung der beiden in b dargestellt. Der weifle Balken stellt 50 pm dar und die
Bilder wurden in Absténden von je 1 um aufgenommen.

einer Tiefe von -25 pm 88 £ 15 % der vorhandenen Organismen G. sulfurreducens
sind. In Abb. 15 ist auflerdem erkennbar, dass die G. sulfurreducens-Zellen in der
gesamten Biofilmmatrix ein dreidimensionales Netzwerk gebildet haben, in das
tubuldre S. oneidensis-Kolonien mit einem Durchmesser von =~ 5 pm und einer

Hohe von &~ 10 wm eingebettet waren. In den Einzelaufnahmen ist erkennbar (b-d),
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dass diese Rohren orthogonal zur Anode verliefen und nicht in direktem Kontakt
mit ihr standen. Jeder S. oneidensis-Tubulus war direkt von G. sulfurreducens-
Zellen umgeben und teilweise durchdrungen. Die Rohren waren jeweils ~ 2,5 um
voneinander entfernt und die aktivsten (FISH-Signalintensitét korreliert mit der
Ribosomenhaufigkeit) G. sulfurreducens-Zellen waren direkt neben den S. oneidensis-

Tubuli lokalisiert.

3.1.3 Untersuchung der Zellviabilitat innerhalb eines

S. oneidensis | G. sulfurreducens-Cokultur-Biofilms

Die Ergebnisse der FISH-Analyse geben Auskunft iiber das raumaufgeloste Vorkom-
men der beiden Bakterienarten. Zu einem gewissen Grad kénnen auch Aussagen iiber
die Vitalitdt getroffen werden, da das FISH-Signal mit dem Vorkommen an Ribosomen
korreliert. Um quantitative Aussagen tiber die Vitalitéit in verschiedenen Schichten
des Biofilms treffen zu kénnen, wurde zuséatzlich eine Lebend-Tot-Farbung eines
Cokultur-Biofilms durchgefithrt. Abbildung 16a zeigt das Verhéltnis von lebenden zu
toten Zellen an verschiedenen Positionen des mikrofluidisch kultivierten Biofilms und
b - e zeigen Beispielbilder an den entsprechenden Positionen. Wéhrend die duflerste
Schicht des Biofilms (b) fast ausschliefllich aus toten Zellen bestand, zeigten die
Biofilmschichten nahe der Anodenoberflache eine Lebensfahigkeit von etwa 50 %
(d - e). Die Biofilmdispersion (c), die einen Querschnitt des gesamten Biofilms von
der obersten Schicht bis zur Anodenoberfliche darstellt, wies eine Lebensfahigkeit
von 82 £ 12% auf. Bedenkt man, dass die auflerste und die innerste Schicht eine
Lebensfidhigkeit von 2 £+ 0,5 % bzw. 50 % aufwiesen, bedeutet dies, dass die
Lebensfahigkeit der Zellen in der Mitte des Biofilms tiber 82 + 12% lag. Somit deuten

die Ergebnisse darauf hin, dass unter den hier herrschenden streng kontrollierten
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Bedingungen die meiste Aktivitat in der Mitte des Biofilms zu finden war.

Lebende/Tote Zellen [%)]

Abb. 16: Vital-Fluoreszenz-Doppelfirbung von anodischen S. oneidensis / G. sulfurre-

ducens-Cokultur-Biofilmen. In a ist die prozentuale Verteilung von lebenden und toten
Zellen dargestellt und in b - e sind représentative Mikroskopbilder von toten (rot) und
lebenden (griin) Zellen im Kompositbild zu sehen. Es wurden zwei Anoden untersucht. Bei
beiden Anoden wurde der Biofilm zunéchst von oben untersucht (“aufien“; b). Anschliefiend
wurde der Biofilm mit PBS-Loésung und einer Pipette von einer Anode abgespiilt und der
dispergierte Biofilm untersucht (“dispergiert*; ¢). Von der anderen Anode wurde der Biofilm
mit einer Skalpell entfernt und der Biofilm von unten (“unten®; d) und der verbleibende
Biofilm auf der Anode (“verbleibend®; e) untersucht. Die Fehlerbalken der ersten Saule
(“auBen®) in a stellen die Standardabweichung von zwei unabhéngigen Replikaten dar
(n = 2) dar. Die Fehlerbalken aller anderen Sdulen stellen die Standardabweichung
technischer Replikate dar (ngispergiert = 7 Und DNyerbleibend = 2 Dunten = 9 und
Nyerbleibend = 7). Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede (ungepaarter t-Test:
* =p < 0,05; ¥ = p < 0,01).

3.2 Einfluss verschiedener genetischer Faktoren auf die

Biofilmentwicklung von Shewanella oneidensis

Es sollte der Einfluss verschiedener genetischer Faktoren auf die Biofilmentwicklung

von S. oneidensis unter Verwendung verschiedener Elektronenakzeptoren untersucht
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werden. Im Folgenden wird zunéchst die Untersuchung von S. oneidensis MR-
1 A\ als Wirtsstamm beschrieben (Abschnitt 3.2.1), gefolgt von der Untersuchung

verschiedener genetischer Faktoren (Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3).

3.2.1 S. oneidensis MR-1 A) als Wirtsstamm

Der Einfluss der Deletion des Lambda-Phagen auf die Biofilmbildung unter kontinu-
ierlichen Flussbedingungen wurde unter anoxischen Bedingungen mit Fumarat als
Elektronenakzeptor untersucht (Abb. 17). Der Kontrollstamm wies eine Latenzphase
von etwa 5 h auf, woraufhin ein lineares Wachstum bis zu einem Biovolumen

3

von ~ 11,5 mm? cm™ nach 25,5 h zu beobachten war. Die Deletionsmutante hingegen

wies eine Latenzphase von mehr als 20 h auf und erreichte nach 31,5 h nur ein

14
A Kontrolle
—124 ® AA }
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Abb. 17: Einfluss der Deletion des Lambda-Phagen auf die Biofilmbildung von
S. oneidensis unter kontinuierlichen Flussbedingungen. Die Biofilme wurden
unter anoxischen Bedingungen mit Fumarat als Elektronenakzeptor in mikrofluidischen
Fliefizellen kultiviert. Das Biovolumen wurde mittels optischer Kohédrenztomographie
(OCT) untersucht. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen
Versuchen (n = 3) dar. Kontrolle = JG1469 und A\ = JG1475.
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3 em™. In diesem Versuch wurden die Reaktoren mit der

Biovolumen von ~ 1 mm
Glasseite nach oben kultiviert und OCT-Bilder wurden von der PDMS-Seite aufge-
nommen. Aufgrund der geringeren Wachstumsgeschwindigkeit des Deletionsstammes
im Vergleich zum Kontrollstamm wurde die Bildaufnahme des PDMS-Biofilms durch
den auf dem Glas wachsenden Biofilm erschwert. Daher wurden alle nachfolgenden
mikrofluidischen Versuche (mit Sauerstoff und Fumarat als Elektronenakzeptor) mit

Reaktoren durchgefiihrt, die mit der Glasseite nach oben kultiviert wurden. Die

OCT-Bildaufnahme erfolgte weiterhin von der PDMS-Seite.

3.2.2 Untersuchung von WbpA und WbpP als mogliche Faktoren fiir

die Biofilmbildung bei Shewanella oneidensis

Edel et al. (2021) konnten zeigen, dass Riboflavin bei S. oneidensis als Quorum-
Sensing-Molekiil wirkt und die Biofilmbildung unter anoxischen Bedingungen be-
schleunigt. Es wurde nachgewiesen, dass Riboflavin konzentrationsabhéngig die
Expression von speC' induziert. Eine SpeC-Uberexpression fiihrte wiederum zu einer
Reihe von differentiell regulierten Proteinen, darunter WbhpP. WbpP codiert fiir eine
Uridinphosphat-N-Acetylglucosamin-C4-Epimerase, fiir welche eine direkte Funktion
bei der EPS-Bildung gezeigt werden konnte (Lee et al., 2013; Park et al., 2006). Aus
diesem Grund sollte die Auswirkung einer wbpP-Uberexpression auf die anaerobe
Biofilmbildung sowie auf die Stromproduktion analysiert werden. Dartiber hinaus
sollte die Untersuchung auf wbpA ausgeweitet werden, da sich dieses Gen offenbar

zusammen mit wbpP in einem Operon befindet (Daten nicht gezeigt).
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3.2.2.1 Einfluss der Uberexpression von wbpA und wbpP auf die anoxische

Biofilmbildung

Um den Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP und der Kombination von beiden
auf die Biofilmbildung systematisch zu untersuchen, wurden Biofilme mit Laktat
als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor mittels mikrofluidischem
Durchflusssystem kultiviert. Die Uberexpression erfolgte mit Hilfe eines durch Arabi-
nose induzierbaren Expressionsplasmids und als Kontrolle wurde ein Stamm mit einem
leeren Plasmid untersucht. In Abb. 18 sind die Biofilme als farbcodierte Hohenkarten
gezeigt. Diese Darstellung zeigt, dass die Biofilmarchitektur der untersuchten Stamme
von der Architektur des Kontrollstammes abwich. Im Vergleich zur Kontrolle schienen
alle iiberexprimierenden Stamme eine langere Latenzphase aufzuweisen, bevor die
Biofilmbildung begann. Der Kontrollstamm bildete Tiirme, die im Verlaufe der Zeit
in konfluentere Biofilmstrukturen tibergingen. Im Vergleich dazu schien der wbpP-
iiberexprimierende Stamm schmalere Kolonien zu bilden, die in weniger homogene
Biofilmstrukturen zusammenwuchsen. Der wbpA-tiberexprimierende Stamm bildete
ebenfalls diinnere Tiirme, wobei diese jedoch tiber die Zeit zu einer glatteren Struktur
zusammenwuchsen. Die Coexpression der beiden Gene schien zu Strukturen zu fiihren,
die den Durchschnitt der Expression beider Gene allein darstellen. Im Vergleich zur
wbpP-Uberexpression waren die Strukturen des wbpA-iiberexprimierenden Stammes

diinner und schienen glattere Biofilmschichten zu bilden.

Dieser qualitative Eindruck spiegelt sich auch in den quantitativen Daten wieder
(Abb. 19). Nach 50 h Kultivierung zeigten alle Mutanten ein deutlich geringeres Bio-
volumen im Vergleich zum Kontrollstamm und nach 35 h eine geringere Biofilmhohe.
Zu diesem Zeitpunkt waren die Oberflachen aller vier Stamme zu 100 % bedeckt.

Die Biofilm-Porositat des wbpP-iiberexprimierenden Stammes war nach 50 Stunden
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mit der Kontrolle vergleichbar, wobei die wbpA- und wbpA P-iiberexprimierenden
Stamme eine deutlich geringere Porositat zeigten. Zusammenfassend lésst sich sagen,
dass die einzelnen tiberexprimierten Stdmme im Vergleich zum Vorgangerstamm

strukturell unterschiedliche Biofilme bildeten.
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Abb. 19: Quantitative Analyse des Einflusses der wbpA-, wbpP- sowie wbpA P-
Uberexpression auf die Biofilmbildung von S. oneidensis unter anoxischen
Bedingungen. Die Biofilme wurden mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat als
Elektronenakzeptor in mikrofluidischen Fliefizellen kultiviert. Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung von unabhéngigen Replikaten dar (n = 3). Kontrolle = JG1475,
wbpA = JG1862, wbpP = JG1862 und wbpAP = JG1863. Eine statistische Auswertung
ist in Tab. A1-A2 zu finden.
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3.2.2.2 Einfluss der Uberexpression von wbpA und wbpP auf die Stromproduktion

im bioelektrochemischen System

Nachdem der Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP sowie die Co-Uberexpression
beider Gene unter anoxischen Bedingungen mit Fumarat als Elektronenakzeptor
untersucht wurde, wurde anschlieend der Einfluss auf die Stromproduktion mit einer
Anode als einzigem terminalen Elektronenakzeptor untersucht. Wie in Abb. 20 gezeigt,
hatte die Uberexpression einer der beiden Komponenten unter den untersuchten
Bedingungen keinen Einfluss auf die Stromerzeugung. Die Uberexpression beider Gene
zusammen fithrte jedoch zu einem signifikanten 1,8-fachen Anstieg der Stromdichte
im Vergleich zum Kontrollstamm. Biofilmdaten konnten nicht generiert werden, da die
Fahigkeit von S. oneidensis, anodische Biofilme zu bilden, eher begrenzt ist (Baron

et al., 2009; Kitayama et al., 2017; Rosenbaum et al., 2012) und die Biofilmdicke im
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Abb. 20: Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP sowie der Co-Uberexpression
beider Gene auf die mittlere Stromdichte in mikrofluidischen MEZ. Die
chronoamperometrische Untersuchung erfolgte unter Anlegen einer Spannung von
0 V vs. SHE fiir 48 h. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen
Replikaten dar (n = 3). Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm
mit dem leeren Plasmid an (ungepaarter t-Test: ** = p < 0,01). Kontrolle = JG1475,
wbpA = JG1862, wbpP = JG1862 und wbpAP = JG1863.
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untersten Bereich der Messempfindlichkeit des OCT-Geréts lag (8 x 8 x 5,5 um).

3.2.3 Systematische Untersuchung von BpfA, BpfG und AggA als

Faktoren fiir die Biofilmbildung bei Shewanella oneidensis

Im Rahmen der WhpA- und WbpP-Experimente wurde untersucht, inwiefern die
Expression von zwei Enzymen, die die Zuckerchemie der EZM verandern, die
Eigenschaften eines Biofilms beeinflussen kann und ob dessen Leistungsfiahigkeit in
einem BES verbessert werden kann. Diese Untersuchungen warfen die Frage auf, wie
andere Mechanismen, die bereits mit der Biofilmbildung in Verbindung gebracht
wurden, die Biofilmentwicklung und -architektur unter verschiedenen Bedingungen
beeinflussen. BpfA, BpfG und AggA sind Teil eines extrazelluliren Proteinnetzwerks
und konnten bereits in Verbindung mit Biofilmbildung gebracht werden (Zhou et al.,
2015; De Windt et al., 2006; Theunissen et al., 2009; De Vriendt et al., 2005). Bisherige
Untersuchungen sind jedoch ausschliellich unter oxischen Bedingungen durchgefiihrt
worden und es stellt sich die Frage, inwiefern diese Proteine die Biofilmbildung in
S. oneidensis unter anoxischen sowie Elektroden-atmenden Bedingungen beeinflussen.
Sowohl BpfA als auch AggA sind Agglutinationsproteine, die bei erhéhtem Vorkom-
men zu einer Biofilmzunahme fithren (Zhou et al., 2015; De Vriendt et al., 2005),
weshalb der Einfluss der iiberexprimierten Gene untersucht wurde. aggA wurde mit
Hilfe eines durch Arabinose induzierbaren Expressionsplasmids tiberexprimiert und als
Kontrolle wurde ein Stamm mit einem leeren Plasmid untersucht. Die Uberexpression
von bpfA konnte hingegen nicht mit einem Expressionsplasmid erreicht werden, da
das 8.307 bp grofle Gen eine hohe Anzahl von Sequenzwiederholungen enthélt. Der
native Promotor wurde daher durch den Promotor von cymA ersetzt. CymA wurde

ausgewdhlt, da es sich um ein ¢-Typ-Cytochrom handelt, das fiir die anaerobe Atmung
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in S. oneidensis unerlasslich ist, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass es
unter anoxischen Bedingungen stark transkriptionsinduziert ist. Als Kontrolle wurde
der Wirtsstamm S. oneidensis MR-1 AX verwendet. BpfG ist ein bifunktionelles
Protein, das sowohl fiir die Sekretion als auch fiir die anschliefende Spaltung von BpfA
erforderlich ist. Daher haben sowohl ein Mangel als auch eine Uberexpression von
bpfG negative Auswirkungen auf die Biofilmbildung. Zhou et al. (2015) konnten jedoch
zeigen, dass eine Punktmutation (C116S) im katalytischen Zentrum des Proteaseteils
zu einer Uberproduktion von Biofilm fithrt. Daher wurde neben der Uberexpression
von BpfA und AggA auch die C116S-Mutation von BfG als weitere potentiell Biofilm-
verdndernde Komponente untersucht. Die Ergebnisse der genomisch untersuchten
Gene (bpfA und bpfG) sind im Folgenden getrennt vom Plasmid-basierten Gen (aggA)

dargestellt.

3.2.3.1 Einfluss von BpfA, BpfG und AggA auf die Biofilmentwicklung unter

oxischen Bedingungen

Zunéchst wurde die Biofilmentwicklung unter oxischen Bedingungen untersucht. In
Abb. 21 sind die Biofilme als farbcodierte Hohenkarten gezeigt. In dieser Draufsicht ist
erkennbar, dass sich die Biofilmarchitektur der untersuchten Stdmme kaum von den
Kontrollstammen unterscheidet. Alle Stamme zeigten eine relativ lange Latenzphase
von fast zwei Tagen. Anschliefend wuchsen alle Biofilme recht gleichméflig, ohne
dass sich turmartige Strukturen bildeten. Beide Kontrollstimme konnten 142 h
lang robust kultiviert werden. Die Kontrolle mit dem leeren Plasmid (JG1475) war
hierbei jedoch stabiler als die Kontrolle ohne Plasmid (JG918), da zwei von drei
JGI18-Fliefzellen bereits nach 96 h erste Anzeichen einer Biofilmablosung zeigten.

Dennoch fiihrte diese teilweise Ablésung nicht zu einer vollstandigen Auswaschung
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des Biofilms. Die Biofilme der bpfA- und bpfG-Mutanten hingegen schienen weniger
stabil gewachsen zu sein. Der bpfA-Biofilm wurde in zwei von drei Flieizellen nach
93 h ausgeschwemmt und nur eine Probe konnte iiber die gesamte Versuchsdauer
kultiviert werden. Der gesamte Biofilm der bpfG-Mutante wurde in einem Replikat
nach 93 h und in den beiden anderen nach 117 h abgeschert. Die Ablésung begann
stromaufwérts und in Replikat 3 konnte beobachtet werden, dass diese Ablosung

schrittweise erfolgte.

Auch bei diesen Experimenten spiegelt sich der qualitative Eindruck in den quantita-
tiven Daten in Abb. 22 und 23 wieder. Allerdings sollten fiir die genomischen Verénde-
rungen (Abb. 22) nur die ersten drei Messpunkte betrachtet werden, da anschliefSend
keine Triplikate mehr vorhanden waren und somit nach diesem Punkt keine statistisch
relevanten Aussagen mehr getroffen werden konnen. Die bpfG-Mutante zeigte nach
44 h deutlich weniger Biofilm in Bezug auf das Biovolumen und die Biofilmhohe, nach
69 und 93 h war die Entwicklung jedoch vergleichbar mit der Kontrolle. Im Gegensatz
dazu zeigte die bpfA-Mutante nach 44 und 69 h eine dhnliche Menge an Biofilm
wie die Kontrolle, aber nach 93 h waren das Biovolumen und die Biofilmhohe leicht
erhoht. Sowohl der bpfA- als auch der bpfG-Stamm zeigten in den ersten vier Tagen
der Kultivierung eine mit dem Kontrollstamm vergleichbare Porositat. Anzumerken
ist, dass die Standardabweichung der beiden Mutanten grundséatzlich héher war als
die der Kontrollgruppe. Somit lasst sich feststellen, dass die beiden Mutationen unter
den untersuchten Bedingungen offenbar zur Bildung etwas instabilerer Biofilme mit
einer héheren Fehlerspanne fithren. Die Uberexpression von aggA fithrte zu keinem
nachweisbaren Unterschied in der Biofilmhohe im Vergleich zur Kontrolle mit dem
leeren Plasmid. Uberraschenderweise war jedoch das Biovolumen der Kontrolle nach
117 h im Vergleich zu der iiberexprimierenden aggA-Mutante erhoht. Nach 4 Tagen

Kultivierung wies die aggA-iiberexprimierende Mutante eine Biofilmporositidt von
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16 - 21 % auf, die dann aber auf 0 % sank. Das leere Plasmid schien keinen Einfluss
auf das Volumen und die Hohe des Biofilms im Vergleich zur genomischen Kontrolle
gehabt zu haben, mit Ausnahme des Biovolumens am vierten Messpunkt. Vermutlich
ist dies jedoch auf Messungenauigkeiten zuriickzufithren, da beim néchsten Messpunkt
keine Unterschiede mehr feststellbar waren (Abb. A8). Dariiber hinaus waren alle

Stamme bereits nach 44 h vollstandig bedeckt, mit Ausnahme der bpfG-Mutante,
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Abb. 22: Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA auf die Bio-
filmbildung von S. oneidensis unter oxischen Bedingungen. Die Biofilme wurden
mit Laktat als Elektronendonor und atmosphérischem Sauerstoff als Elektronenakzeptor
in mikrofluidischen Flief3zellen kultiviert. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
von unabhéingigen Replikaten dar (n = 3). Kontrolle = JG918, bpfA = JG1739 und
bpfG = JG1738. Es ist anzumerken, dass nach 117 Stunden nur noch eine Fliefizelle
von bpfA und zwei von bpfG und nach 142 Stunden nur noch eine Fliezelle von bpfA
verblieben. Eine statistische Auswertung ist in Tab. A4-A6 zu finden.
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welche erst nach 69 h eine vollsténdige Bedeckung zeigte. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass unter oxischen Bedingungen zwar punktuelle Unterschiede
in der Biofilmentwicklung, aber keine auffalligen grundsatzlichen Unterschiede zu
beobachten waren. Im néchsten Schritt wurden daher alle Stimme unter anoxischen
Bedingungen untersucht, um zu priifen, ob es weiterhin keine wesentlichen qualitativen

oder quantitativen Unterschiede in der Biofilmentwicklung gibt.
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Abb. 23: Einfluss der aggA-Uberexpression auf die Biofilmbildung von S. oneidensis
unter oxischen Bedingungen. Die Biofilme wurden mit Laktat als Elektronendonor
und atmosphérischem Sauerstoff als Elektronenakzeptor in mikrofluidischen Fliefizellen
kultiviert. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen Replikaten dar
(n = 3). Kontrolle = JG1475 und aggA = JG1758. Eine statistische Auswertung ist in
Tab. A4-A6 zu finden.
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3.2.3.2 Einfluss von BpfA, BpfG und AggA auf die Biofilmentwicklung unter

anoxischen Bedingungen

Die anoxische Biofilmentwicklung wurde mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat
als Elektronenakzeptor untersucht, wobei die sonstigen Versuchsbedingungen unveran-
dert blieben. Die ersten OCT-Daten konnten bereits nach 20 h aufgenommen werden
und die Gesamtwachstumsrate war im Vergleich zur Kultivierung mit Sauerstoff
als terminalem FElektronenakzeptor deutlich schneller. Aus den Hohenkarten der
anoxischen Biofilme in Abb. 24 ist sofort ersichtlich, dass die Biofilmarchitektur
der bpfA- und bpfG-Mutanten nicht mit der des Kontrollstammes vergleichbar
ist. Der Kontrollstamm wies ein tiberwiegend einheitliches Wachstumsverhalten
auf, wobei der Biofilm aus zahlreichen kleinen Kolonien bestand. Die bpfA- und
bpfG-Mutantenstdmme hingegen waren zu den ersten beiden Messzeitpunkten nur
geringfiigig besiedelt, mit verstreuten, etwa 50 um hohen Kolonien auf einem
gleichméfigen Biofilmrasen von etwa 20 pm Héhe. AnschlieBend wuchsen die Biofilme
mit deutlich erhéhter Geschwindigkeit. Beide Mutanten bildeten breite Tiirme mit
einer Hohe von tiber 200 um. Allerdings schienen die Tiirme der bpfA-Mutante etwas
breiter zu sein als die der bpfG-Mutante. Erwahnenswert ist aulerdem, dass allein die
Zugabe des leeren Plasmids zu einem deutlichen Unterschied in der Biofilmarchitektur
fithrte (Abb. A9). Die Kontrolle mit dem leeren Plasmid bildete weniger Kolonien,
die groflere turmartige Strukturen zu bilden schienen. Die aggA-iiberexprimierende
Mutante schien ebenfalls Biofilme zu bilden, die aus kleineren Kolonien bestehen,

was zu einer gleichméafligeren Bedeckung im Vergleich zur Kontrolle fithrte.
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3 Ergebnisse

Diese Eindriicke werden von den Daten in Abb. 25 und 26 bestétigt. Hinsichtlich des
Biovolumens und der Biofilmhohe zeigte nur die bpfG-Mutante eine Zunahme im Ver-
gleich zum Kontrollstamm. Das Biovolumen der bpfA-Mutante war nach 35 h im Ver-
gleich zum Kontrollstamm sogar deutlich geringer. Fiir die aggA-tiberexprimierende
Mutante konnten in Bezug auf das Biovolumen und die Biofilmhohe keine grundsétz-
lichen Unterschiede zur Kontrolle festgestellt werden, die tiber punktuelle Abweichun-

gen hinausgehen. Die vollstdndige Bedeckung war bei allen Stémmen spétestens nach
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Abb. 25: Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA auf die
Biofilmbildung von S. oneidensis unter anoxischen Bedingungen. Die Biofilme
wurden mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor in
mikrofluidischen Fliefizellen kultiviert. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
von unabhéngigen Replikaten dar (n = 3). Kontrolle = JG918, bpfA = JG1739 und
bpfG = JG1738. Eine statistische Auswertung ist in Tab. A7-A9 zu finden.

73



3 Ergebnisse

35 h erreicht, mit Ausnahme des bpfA-Stammes, welcher 50 h bendtigte. Beziiglich

der Biofilmporositit schien die Uberexpression von aggA zu signifikant dichteren

Biofilmen zu fithren. Die bpfA- und bpfG-Mutanten hingegen bildeten signifikant

porosere Biofilme als die Kontrolle, wobei der bpfA-tiberexprimierende Stamm wieder-

um signifikant poroser als die bpfG-Mutante war. Obwohl qualitative Unterschiede

zwischen den beiden Kontrollstimmen feststellbar waren, gab es keine konsistenten

Unterschiede in Bezug auf Biovolumen, Biofilmhohe oder Bedeckung (Abb. A9). Die
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Abb. 26: Einfluss der aggA-Uberexpression auf die Biofilmbildung von S. oneidensis
unter anoxischen Bedingungen. Die Biofilme wurden mit Laktat als Elektronen-
donor und Fumarat als Elektronenakzeptor in mikrofluidischen Fliefizellen kultiviert.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen Replikaten dar (n = 3).
Kontrolle = JG1475 und aggA = JG1758. Eine statistische Auswertung ist in Tab. A7-A9

zu finden.
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Expression des leeren Plasmids schien lediglich zu poroseren Biofilmen zu fithren.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass im Vergleich zu den oxischen
Versuchen unter anoxischen Bedingungen mit Fumarat als Elektronenakzeptor
deutliche qualitative sowie auch quantitative Unterschiede in der Biofilmentwicklung
nachgewiesen werden konnten. Um zu iiberpriifen inwiefern diese Verdnderungen in
der Biofilmarchitektur sich auf die Zell-Zell-Elektronentibertragung auswirken, wurde

die Stromproduktion aller Stamme in MEZ untersucht.

3.2.3.3 Einfluss von BpfA, BpfG und AggA auf die Stromproduktion

Der Einfluss der drei Mutationen auf die Stromproduktion wurde mit mikrofluidischen
bioelektrochemischen Durchflusszellen untersucht. Wie in Abb. 27 gezeigt, hatten nur

die Mutationen bpfA und bpfG einen positiven Effekt auf die mittlere Stromdichte und
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Abb. 27: Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA auf
die mittlere Stromdichte in mikrofluidischen bioelektrochemischen Reaktoren.
Die chronoamperometrische Untersuchung erfolgte unter Anlegen einer Spannung von
0 V vs. SHE fiir 48 h. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhingigen
Versuchen dar (n = 3). Sternchen stellen signifikante Unterschiede zum violetten
Kontrollstamm dar (ungepaarter t-Test: * = p < 0,05). Kontrollstamm fiir bpf4 und
bpfG = JGI18, bpfA = JG1739, bpfG = JG1738, Kontrollstamm fiir aggA = JG1475 und
aggA = JG1758.
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fithrten jeweils zu einem 1,8-fachen Anstieg, wobei nur der Wert der bpfG-Mutation
signifikant war. Die Uberexpression von aggA fiihrte hingegen zu einem 0,82-fachen
Riickgang der mittleren Stromdichte. Erwahnenswert ist aulerdem, dass sich allein
die Anwesenheit des leeren Plasmids positiv auf die Stromdichte auswirkte, mit einem
signifikanten Anstieg um das 1,7-fache. Biofilmdaten konnten unter Anoden-atmenden
Bedingungen, wie bereits erwahnt, aufgrund der ungentigenden Messsensitivitdat des

OCTs nicht generiert werden.
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Mikrobielle elektrochemische Systeme (MES) stellen eine vielseitige Plattformtechno-
logie mit auBlerordentlichem Potential fiir den Schritt zu einer nachhaltigen Biookono-
mie dar. Allerdings sind diese Systeme aufgrund ihrer zu geringen Energieausbeuten
derzeit nicht wettbewerbsfahig mit konventionellen Systemen. Verbesserungen sind
sowohl auf technische als auch auf biologische Aspekte ausgerichtet. Hierbei nimmt
insbesondere die Bakterien-Elektroden-Schnittstelle eine Schliisselstelle ein. Bakterien
sind der Katalysator in MES und wachsen hauptséachlich in Form eines Biofilms auf der
Elektrode. Haufig werden die Elektrode und der Biofilm sogar als Komposit angesehen.
Ziel dieser Arbeit war es zunachst, die Biofilmentwicklung einer mikrobiellen elektro-
aktiven Modellgemeinschaft aus S. oneidensis und G. sulfurreducens aufzuklaren.
Da mit Geobacter-Spezies bis heute die hochsten nachweisbaren Stromausbeuten
erzielt werden, sollten diese Untersuchungen zudem einen Maflstab liefern, welche

Stromausbeuten unter natiirlichen Bedingungen erreicht werden konnen.

4.1 Aufklarung der Entwicklung von kooperativen

Anoden-Biofilm-Strukturen

Um in der Lage zu sein, eine arteniibergreifende Entwicklung anodischer Bio-
filme zu untersuchen, wurde ein System benotigt, welches eine Korrelation von
Biofilmentwicklung und Stromproduktion ermoglicht. Aus diesem Grund wurde
zunachst eine mikrofluidische Kultivierungsplattform mit integrierter automatisierter
dreidimensionaler Bildgebung etabliert, deren Kernelement kontinuierlich durchstrom-

bare Reaktoren darstellen. Mit Hilfe dieser Plattform ist es moglich, eine Vielzahl
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an Experimenten parallel mit stark reduzierter aktiver Arbeitszeit reproduzierbar
durchfithren zu kénnen. Die Modularitat ermoglicht hierbei das Anlegen préziser
Kultivierungsbedingungen, um z. B. die natiirlichen Umweltbedingungen so genau

wie moglich nachzuahmen.

4.1.1 Eine S. oneidensis /| G. sulfurreducens-Cokultur verhalt sich

anders, als von Einzelkulturversuchen zu erwarten ware

Als Modellgemeinschaft wurden die beiden Modellorganismen S. oneidensis und
G. sulfurreducens ausgewahlt und sowohl als Einzelkulturbiofilme sowie als Cokultur-
Biofilm mittels mikrofluidischer MEZ untersucht. Die Ergebnisse der Einzelkulturver-
suche stehen im Einklang mit bereits veroffentlichter Literatur. S. oneidensis ist ein
schlechter anodischer Biofilmbildner und daher grundsétzlich stark auf vermittelten
Elektronentransfer angewiesen (Kitayama et al., 2017; Marsili et al., 2008). In einem
Durchflusssystem kann vermittelter Elektronentransfer jedoch nicht oder zumindest
nur wenig zur Energieproduktion beitragen, da Shuttle-Molekiile wie Riboflavin
stdndig ausgewaschen werden. Diese Auswaschung stellt demnach eine zusétzliche
metabolische Belastung fiir den Organismus dar (Engel et al., 2019). G. sulfurreducens
produzierte nach 72 h die 1.333-fache Stromdichte im Vergleich zu S. oneidensis
bei einer durchschnittlichen Biofilmdicke von mehr als 30 um. Dartiber hinaus
benotigte der Biofilm von G. sulfurreducens mehr Zeit, um ein Stromdichteplateau zu
erreichen, was durch eine langsamere Teilungsrate und die Entwicklung komplexerer
Biofilmstrukturen erklarbar ist (Reguera et al., 2006; Marsili et al., 2010; Koch und
Harnisch, 2016; Otero et al., 2021).

Die Inokulation von S. oneidensis und G. sulfurreducens mit Laktat als einziger
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Kohlenstoff- und Elektronenquelle fithrte zu bemerkenswerten Unterschieden im
Vergleich zu den Einzelkulturversuchen. Da fiir S. oneidensis keine Biofilmdaten
generiert werden konnten, kann das Verhalten der Cokultur jedoch nur mit den
G. sulfurreducens-Biofilmdaten verglichen werden. Wahrend bei G. sulfurreducens
bereits vor dem starken Anstieg der Stromdichte ein betréichtliches Biofilmwachstum
beobachtet wurde, blieb die Cokultur in Bezug auf das Biofilmwachstum hinter
der Entwicklung der Stromdichte zuriick. Die Spitze der Stromentwicklung (ers-
te Ableitung der Stromdichte) in G. sulfurreducens an Tag 2 korreliert mit der
Wachstumsrate des Biofilms, was darauf hindeutet, dass die Stromproduktion zu
diesem Zeitpunkt in erster Linie von der Zellzahl abhéngig zu sein scheint und
dass danach andere Faktoren die Elektroaktivitidt begrenzen. Diese Begrenzung
konnte beispielsweise auf die Bildung eines vertikalen Protonengradienten von der
auBeren Biofilmschicht zur Anodenoberfliche zuriickzufiihren sein (Torres et al.,
2008). Wird die Stromdichte gegen das Biovolumen aufgetragen (siehe Abb. 28), ist
dieses biphasische Verhalten deutlicher zu erkennen. Die Steigung zwischen den ersten
beiden Datenpunkten ist deutlich niedriger als die Steigung zwischen den letzten
beiden Datenpunkten. Die Tatsache, dass das Biovolumen von G. sulfurreducens im
zweiten Stadium der Entwicklung nahezu stagniert, die Stromdichte aber weiterhin
ansteigt, deutet darauf hin, dass G. sulfurreducens seine Biofilmstruktur weiter
optimieren kann. Es liegt die Vermutung nahe, dass G. sulfurreducens zunéchst
primér in die Hohe wéchst und im Anschluss der Biofilm durch den Einbau leitfé-
higer Komponenten weiter optimiert wird. Die Cokultur zeigte keine vergleichbare
exponentielle Stromentwicklung, was moglicherweise auf eine Limitierung durch die
Laktatumwandlungsrate von S. oneidensis zuriickzufithren ist, was dann zu dem eher
linearen Wachstumsverhalten gefithrt haben konnte. Es scheint auch méglich, dass
das spéte Biofilmwachstum in der Cokultur, das nicht mit der langsamen Entwicklung

der Stromdichte korrespondiert, auf das Wachstum des Biofilms auf oder innerhalb
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inaktiver Zellbereiche zurtickzufithren ist, die nicht der direkten Zelllyse unterliegen.
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Abb. 28: Stromdichte gegen das Biovolumen einer G. sulfurreducens- und einer
S. oneidensis / G. sulfurreducens-Cokultur im Vergleich. Die dargestellten Daten
sind ebenfalls in einer anderen Form in Abb. 12-13 dargestellt.

Wiéhrend die Porositat des Biofilms von G. sulfurreducens wéihrend des gesamten
Experiments etwa 36 - 40 % betrug, nahm sie in der Cokultur von etwa 21 + 18 %
zu Beginn auf 6,5 + 5,5 % am Ende des Experiments ab. Es ist moglich, dass eine
bessere Versorgung mit Elektronendonor und Kohlenstoff zu poroseren Biofilmen
in G. sulfurreducens-Einzelkulturen fithrte. Da die G. sulfurreducens-Kulturen im
Einzelkulturversuch iiber das Medium mit einem Uberschuss an Acetat versorgt
wurden, sind sie vermutlich aufgrund der verbesserten Substratverfiigbarkeit bei
gleichzeitig reduziertem pH-Gradienten tendenziell hoher und pordser gewachsen. Die
Biofilme der S. oneidensis | G. sulfurreducens-Cokultur hingegen wurden nur mit
Laktat versorgt. Dies erforderte die Anwesenheit von S. oneidensis in der Cokultur,

um eine Kreuzfiitterung (engl.: cross-feeding) zu etablieren, bei der Laktat in Acetat
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umgewandelt wird, das wiederum fiir G. sulfurreducens zuganglich ist. Laktat war
zwar reichlich im Reaktor vorhanden, aber Acetat wurde nur in unmittelbarer Nahe
von S. oneidensis produziert, was G. sulfurreducens zwang, in unmittelbarer Nahe
von S. oneidensis zu wachsen. Dieses Verhalten spiegelt sich in der Stromproduktion,
der Hohe des Biofilms, der Porositdt und der Elektroaktivitat wider und zeigt
die Abhéngigkeit von G. sulfurreducens gegeniiber S. oneidensis in Bezug auf die
Acetatversorgung und deren Folgen fiir die Biofilmbildung und die Stromproduktion.
Wahrend S. oneidensis fiir Cokulturen in bioelektrochemischen Batch-Experimenten
aufgrund der Riboflavin-Produktion vorteilhaft sein kénnte, wird dieser Faktor durch
standige Verdiinnung mit neuem Medium minimiert. Es ist davon auszugehen, dass
dies der Grund fir die verringerte Stromproduktion der Cokultur im Vergleich zu

G. sulfurreducens allein ist.

4.1.2 Das Verteilungsmuster von S. oneidensis und G. sulfurreducens
im Cokultur-Biofilm deutet auf einen direkten

Interspezies-Elektronentransfer hin

Um die rdumliche Verteilung der S. oneidensis- und G. sulfurreducens-Zellen auf-
zuklaren, wurde ein Cokultur-Biofilm mittels FISH-Analyse untersucht. Hierbei
konnte ein dreidimensionales G. sulfurreducens-Netzwerk sichtbar gemacht werden,
in das tubuldre S. oneidensis-Kolonien mit einem Durchmesser von ~ 5 um und
einer Hohe von ~ 10 um eingebettet waren. Die Tubuli waren jeweils etwa 2,5 pum
voneinander entfernt und bildeten sich orthogonal zur Anode und standen nicht in
direktem Kontakt mit ihr. Diese Daten bestatigen die oben aufgestellte Hypothese,
dass G. sulfurreducens in unmittelbarer Nahe zu S. oneidensis bleiben muss, damit

die Acetatversorgung so effizient wie moglich ist. Jeder S. oneidensis-Tubulus war
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direkt von G. sulfurreducens-Zellen umgeben und teilweise durchdrungen, was darauf
hindeutet, dass diese Geobacter-Zellen, die durch Nanowire verbunden sind, ein
leitfahiges Netzwerk bilden. Zu einem gewissen Grad kénnen auch Aussagen iiber die
Vitalitdt getroffen werden, da das FISH-Signal mit dem Vorkommen an Ribosomen
korreliert. Tatsichlich waren die aktivsten G. sulfurreducens-Zellen direkt neben den
S. oneidensis-Tubuli lokalisiert. Da die Tubuli nicht in direktem Kontakt mit der
Anodenoberfliche standen und der vermittelte Elektronentransfer in Durchflusssyste-
men vermutlich nur eine untergeordnete Rolle spielt, muss S. oneidensis demnach
fir den Elektronentransport auf das leitfahige Netzwerk von G. sulfurreducens
zurlickgreifen. Dies deutet auf einen direkten Interspezies-Elektronentransfer (DIET,
direct interspecies electron transfer) von S. oneidensis zu G. sulfurreducens hin,
was nach meinem Kenntnisstand bisher noch nicht nachgewiesen werden konnte. Es
konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass fiir einen DIET leitfahige Pili keine grund-
satzliche Voraussetzung darstellen (Liu et al., 2018). Somit handelt es sich um eine
wechselseitige Co-Abhéngigkeit, in der G. sulfurreducens auf die Laktatversorgung
durch §. oneidensis angewiesen ist und S. oneidensis seinerseits fiir den EET zur

Anode auf G. sulfurreducens angewiesen ist.

Dartiber hinaus wurde das Verhéltnis der beiden Bakterienarten bestimmt und ergab
ein Verhéaltnis von 33 £+ 10,7 % S. oneidensis- zu 67 + 10 % G. sulfurreducens-
Zellen. Da diese Daten durch Pixelzdhlung innerhalb der binarisierten CLSM-Bilder
gewonnen wurden, kénnte die tatsidchliche Anzahl der G. sulfurreducens-Zellen
aufgrund ihrer geringeren Zellgrofle, d. h. weniger Pixel pro Zelle, noch hoher sein.
Betrachtet man die theoretische Energieausbeute der beiden Organismen, so erscheint
dies kontraintuitiv. S. oneidensis verbraucht Laktat und produziert Acetat und
Kohlenstoffdioxid. G. sulfurreducens oxidiert Acetat vollstindig zu Kohlenstoffdioxid.

Der Einfachheit halber scheint es sinnvoll, den Energiegewinn der beiden Organismen
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mit dem anaeroben Elektronenakzeptor Fumarat zu vergleichen, der mit +33 mV

tatsichlich ein d&hnliches Redoxpotential wie die hier verwendete Anode hat:

Laktat™ +2 Fumarat™ + Hy0 — Acetat™ +COs +2 Succinat™ AGY = —173,11 kJ mol™! (4)

Acetat™ +4 Fumarat™ + H" +2 HyO — 2 CO2 +4 Succinat~ AG® = —232,48 kJ mol~!  (5)

Geht man von einem notwendigen Energiebedarf von 80 kJ/mol ATP unter rever-
siblen zellularen Bedingungen aus, wiirde G. sulfurreducens 2,9 und S. oneidensis
2,2 ATP gewinnen. Theoretisch kénnten also beide Organismen in nahezu identischen
Mengen vorkommen. S. oneidensis ist jedoch nicht in der Lage, unter anoxischen
Bedingungen durch oxidative Phosphorylierung mit Laktat als Kohlenstoffquelle zu
wachsen (Pinchuk et al., 2011; Meshulam-Simon et al., 2007), und das eine ATP-
Molekiil pro verbrauchtem Laktat, das durch Substratstufenphosphorylierung aus
der Umwandlung von Acetyl-CoA in Acetat gewonnen wird, scheint am wichtigsten
zu sein (Klein et al., 2024). Mit anderen Worten, der Energieanteil, der durch
oxidative Phosphorylierung gewonnen werden konnte, wird aus einem (unbekannten)
metabolischen Grund nicht effizient fiir die ATP-Produktion genutzt. In diesem Fall
wiirde sich das beobachtete Verhéltnis von 1:3 tatsachlich im ATP-Gewinn der beiden
Organismen widerspiegeln. Um die Gesamtzahl der beteiligten Spezies zu bestimmen,
konnten fiir zukiinftige Experimente Analysen mittels quantitativer Echtzeit-PCR

(real-time quantitative PCR, qPCR) in Betracht gezogen werden.
Tragt man das Verhéltnis von S. oneidensis zu G. sulfurreducens gegen die Biofilmtiefe

auf, so ist zu erkennen, dass in den oberen Biofilmschichten (0 bis -5 pm) die Haufigkeit

beider Organismen gleich verteilt ist. Mit zunehmender Néahe zur Anode verschiebt
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sich dieses Gleichgewicht zugunsten von G. sulfurreducens, bis in einer Tiefe von
-25 um etwa 87,5 + 15 % der vorhandenen Organismen G. sulfurreducens sind. Dies
deutet darauf hin, dass die letzten Stadien des Elektronentransfers fast vollstandig

mit Hilfe der G. sulfurreducens-Maschinerie durchgefithrt werden.

4.1.3 Die Aktivitat ist im Zentrum des Biofilms am hochsten

Die Ergebnisse der FISH-Analyse geben Auskunft iiber das ortsaufgeloste Vorkommen
der beiden Bakterienarten und zu einem gewissen Grad kénnen ebenfalls Aussagen
iiber die Vitalitat getroffen werden. Um quantitative Aussagen iiber die Vitalitat der
Mikroorganismen in verschiedenen Schichten des Biofilms treffen zu kénnen, wurde
eine Lebend-Tot-Farbung eines Cokultur-Biofilms durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
anschlieBenden Fluoreszenzmikroskopie zeigen, dass die Aktivitdt im Zentrum des
Biofilms am hochsten war. Wahrend die &uflerste Schicht des Biofilms fast ausschlie3-
lich aus toten Zellen bestand, zeigten die Biofilmschichten nahe der Anodenoberfléache
eine Lebensfahigkeit von etwa 50 %. Durch eine Dispersion konnte ein Querschnitt
iiber den gesamten Biofilm erstellt werden. Hierzu wurde der Biofilm mit PBS-Losung
und einer Pipette von einer Anode abgespiilt und anschlieend untersucht, wobei
eine Lebensfahigkeit von 82 4+ 12 % festgestellt werden konnte. Wenn man bedenkt,
dass die auflerste und die innerste Schicht eine Lebensfahigkeit von 2 4+ 0,5 % bzw.
50 % aufweisen, bedeutet dies, dass die Lebensfihigkeit der Zellen in der Mitte
des Biofilms noch hoher als 82 + 12 % gewesen sein muss. Innerhalb des Biofilms
existieren (mindestens) zwei gegenlaufige Gradienten, da die Laktatkonzentration zur
Anode hin abnimmt, wihrend der elektrische Biofilmwiderstand mit zunehmender
Entfernung von der Anode zunimmt und damit den Elektronentransport behindert

(Beyenal und Babauta, 2012). Daher kann grundsétzlich davon ausgegangen werden,
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dass sich die lebensfahigsten Schichten innerhalb des zentralen Biofilms befinden,

was hier durch die Lebend-Tot-Farbung bestétigt werden konnte.

Mehrere Studien haben bereits versucht, aktive Zonen innerhalb von Anoden-
Biofilmen zu definieren, oft mit unterschiedlichen Ergebnissen. Wéahrend einige
Studien eine lebende duflere Schicht mit einer toten Zone in Anodenndhe fanden
(Mai et al., 2020; Sun et al., 2016; Sun et al., 2017), berichteten andere vom Gegenteil
(Steidl et al., 2016; Franks et al., 2012; Reguera et al., 2006; Nevin et al., 2008).
Eine weitere neuere Analyse, bei der eine Durchflusszelle und ein Umweltinokulum
verwendet wurden, deutet darauf hin, dass die meiste Stoffwechselaktivitéit in der
Mitte der 42,5 - 60 pm dicken Anodenbiofilme stattfindet (Yang et al., 2021). Diese
unterschiedlichen Beobachtungen sind wahrscheinlich auf die in den Studien verwen-
deten unterschiedlichen Bedingungen zuriickzufiihren. Vor allem die Verwendung von
Durchflusszellen im Vergleich zu Batch-Bedingungen hat vermutlich einen groflen
Einfluss. Dies gilt auch fir die Biofilmstruktur, die sich ebenfalls abhédngig von den

Durchflussbedingungen verandert.

4.1.4 Zusammenfassende Erkenntnisse der Untersuchung kooperativer

Anoden-Biofilm-Strukturen

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine neu etablierte automatisierte
Plattform fiir die mikrofluidische (elektroaktive) Biofilmkultivierung und -analyse
verwendet, um Anodenbiofilme von S. oneidensis und G. sulfurreducens zu un-
tersuchen. In der Cokultur ist G. sulfurreducens auf die Acetatversorgung durch
den Laktat-verstoffwechselnden S. oneidensis angewiesen, wihrend S. oneidensis

seinerseits die von G. sulfurreducens entwickelte leitfahige Biofilm-Matrix nutzt und
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so den DIET zur Anode erleichtert. S. oneidensis bildet tubulare Strukturen innerhalb
der G. sulfurreducens-Matrix, ohne direkten Kontakt mit der Anodenoberfliche, und
die Cokultur bildet dichte Biofilme, méglicherweise aufgrund von Co-Abhéngigkeit.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die Architektur exoelektrogener
Biofilme dynamisch an die vorhandene Umgebung anpasst. Sie zeigen auch, dass
DIET in Biofilmsystemen einfach realisiert werden kann, da der Zugang zum
Elektronentransfernetzwerk der Nanowire moglich zu sein scheint. Dariiber hinaus
kann die entwickelte Plattform verwendet werden, um nahezu jede Kombination von
Materialien und Organismen auf ihre zeitaufgeloste Wirkung auf die Biofilmbildung

mit hohem Durchsatz, Vielseitigkeit und Reproduzierbarkeit hin zu untersuchen.

4.2 WhpA, WhpP, BpfA, BpfG und AggA als Schalter fiir die

Biofilmentwicklung

S. oneidensis stellt aus mehrerlei Griinden den Organismus der Wahl fiir den kiinftigen
Betrieb nachhaltiger MES dar, aber obwohl es der am besten untersuchte Modellor-
ganismus fur EET ist, sind die erreichbaren dissimilatorischen Eisenreduktionsraten
und Stromdichten in MES verglichen mit G. sulfurreducens verhéltnisméafig niedrig.
Diese Arbeit basiert auf der Arbeitshypothese, dass dieser Unterschied vor allem
in der konduktiveren EZM von G. sulfurreducens begriindet liegt. Daher wurde
in diesem Teil der Arbeit der Einfluss verschiedener Faktoren auf die Biofilment-
wicklung fundamental untersucht. Dariiber hinaus wurde untersucht, wie weit die
endogene Fahigkeit von S. oneidensis, einen leitfahigen Biofilm auf einer Anode
zu bilden, gesteigert werden kann und ob eine Korrelation zwischen bestimmten

Biofilmparametern und der zu erwarteten Stromproduktion in einem MES feststellbar
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sind.

4.2.1 Die Reduktion des EPS-Gehalts soll den Elektronentransfer in

S. oneidensis MR-1 A\ erleichtern

Fiir die Untersuchung des Einflusses verschiedener Gene auf die Biofilmbildung wurde
S. oneidensis MR-1 A\ als Wirtsstamm genutzt. In diesem Stamm ist der genomisch
integrierte Prophage Lambda von Bursac et al. (2017) deletiert worden, was im
Vergleich zum Wildtyp zu einer 1,34-fachen Erhohung der Stromdichte und zu einer
2,3-fachen Erhéhung der Zellzahl an der Anode fiihrte. Uberraschenderweise, fithrte
die AX-Mutation unter den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Bedingungen
zu einer drastischen Reduktion der Biofilmbildung. Bursac et al. (2017) nutzten
BES-Batch-Reaktoren und grundsatzlich ist davon auszugehen, dass Biofilme sich
unter diesen grundlegend unterschiedlichen Bedingungen anders verhalten. Zudem
kann eine Zellzahlbestimmung nicht mit einer Untersuchung des Biovolumens mittels
OCT verglichen werden. Bursac et al. (2017) haben die Zellzahl mittels qPCR des
Anodenmaterials bestimmt. Die Quantifizierung von Mikroorganismen in einem
Biofilm durch qPCR kann jedoch die Zellzahl aufgrund der Anwesenheit freier eDNA
verfilschen (Azeredo et al., 2017; Klein et al., 2012), da Mutationen sowohl zu mehr
als auch zu weniger eDNA in der EPS fithren kénnen (Kavanaugh et al., 2019; Peng
et al., 2020) und somit mehr eDNA nicht zwingendermaflen auf mehr Zellen hinweisen

muss.
Godeke et al. (2011) konnten zeigen, dass die Biofilmbildung von S. oneidensis unter

oxischen Bedingungen tiber eine Anfangsphase erfolgt, in der ein Teil der Population

aufgrund der Aktivierung von Prophagen lysiert wird. Diese Lyse fithrt zu einer
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Freisetzung von eDNA, die ein wichtiger Bestandteil der EPS ist, welche wiederum
fur die Biofilmbildung notwendig ist (Godeke et al., 2011; Flemming und Wingender,
2010). Durch die Deletion eines Phagen lysieren somit zwar anfangs weniger Zellen,
aber durch das Ausbleiben der eDNA-Freisetzung wird die Biofilmbildung gehemmt.
Dies konnte hier auch fiir eine Biofilmbildung unter anoxischen Bedingungen mit

Fumarat als Elektronenakzeptor bestéatigt werden.

Nun erscheint es zunéachst etwas kontraintuitiv zur Verbesserung der Biofilmbildung
einen Stamm zu nutzen, der deutlich weniger Biofilm zu bilden scheint als der Wildtyp.
Jedoch reduziert die Deletion des Lambda-Phagen sowohl die genetische Plastizitat
als auch die anfangliche Zelllyse vor der eigentlichen Biofilmbildung. Beides stellen
Faktoren dar, welche die Verwendung von S. oneidensis in einem oberflichenabhan-
gigen Produktionsprozess in Frage stellen (Bursac et al., 2017). Zudem ist davon
auszugehen, dass die AX-induzierte EPS-Reduktion den Elektronentransport durch
den Biofilm deutlich vereinfacht. Bestédrkt wird diese Hypothese durch Studien, in
denen gezeigt werden konnte, dass extrazellulare polymere Matrixkomponenten eine

strombegrenzende Wirkung haben kénnen (Kouzuma et al., 2010; Gao et al., 2019).

4.2.2 WbpA und WbpP als Schalter fiir die Biofilmbildung bei

S. oneidensis

Kiurzlich wurde von Edel et al. (2021) gezeigt, dass Riboflavin bei S. oneidensis
als Quorum-Sensing-Molekiil wirkt und die Biofilmbildung unter anoxischen Bedin-
gungen beschleunigt. Die externe Riboflavinkonzentration reguliert die Expression
der Ornithindecarboxylase speC' und ein erhohter SpeC-Spiegel 16st wiederum eine

verstiarkte Biofilmbildung aus. Bislang ist der Mechanismus der SpeC-vermittelten
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Biofilmbildung nicht klar, scheint aber auf posttranskriptioneller Ebene abzulaufen.
Eines der Proteine, das bei der SpeC-Uberexpression iiberproduziert wurde, war
die UDP-N-Acetylglucosamin-C4-Epimerase WbpP. Was die Funktion anbelangt, so
scheint WbpP das einzige Protein der von SpeC betroffenen Proteingruppe zu sein,
das eine direkte Funktion bei der EPS-Bildung hat, und es wurde zudem gezeigt, dass
es in verschiedenen Mikroorganismen fiir die EPS-Produktion wichtig ist (Lee et al.,
2013; Park et al., 2006). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob und wie WbpP die
anaerobe Biofilmbildung von S. oneidensis veréndern konnte und ob dies tatsachlich
die erreichbaren Stromdichten in bioelektrochemischen Systemen beeinflussen kann.
Dartber hinaus wurde ebenfalls wbpA untersucht, da es sich mit wbpP in einem

Operon zu befinden scheint.

4.2.2.1 Die Uberexpression von wbpA und wbpP fiihrt zu signifikanten

Verédnderungen der Biofilmeigenschaften

Um den Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP sowie der Co-Uberexpression
beider Gene auf die Biofilmbildung von S. oneidensis zu untersuchen, wurden Biofilme
mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor untersucht.
Die Experimente legen nahe, dass die katalytische Wirkung von WbpA und WbpP
die Eigenschaften des S. oneidensis-Biofilms verdndern. Wie in Abb. 29 gezeigt,
ist WbpA (SO__3190) eine UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin-6-Dehydrogenase, die die
Reaktionen von UDP-N-Acetyl-D-Galactosamin (UDP-GalNAc) zu UDP-N-Acetyl-D-
Galactosaminuronséure (UDP-GalNAcA) und UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin (UDP-
GlcNAc) zu UDP-N-Acetyl-D-Glucosaminuronsaure (UDP-GlcNAcA) katalysiert.
WhbpP (SO__3189) ist eine UDP-N-Acetylglucosamin-C4-Epimerase, die die Reak-
tionen von UDP-GlcNAc zu UDP-GalNAc und UDP-GlcNAcA zu UDP-GalNAcA
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katalysiert. Sowohl GlcNAc als auch GalNAc sind sehr hdufige Exopolysaccharide
der mikrobiellen EZM (Vandana und Das, 2022; Sutherland, 2017). Was die Struktur
der mit Laktat/Fumarat gewachsenen Biofilme betrifft, so scheint die katalytische
Funktion von WbpA zu einheitlicheren Biofilmen zu fithren, da die Porositat der
wbpA- und wbpA P-iiberexprimierenden Biofilme geringer ist als die der Kontrolle
und des Stammes, der nur wbpP iiberexprimiert. Dies konnte auf eine hohere
Polaritat der EZM als Folge der Oxidation einer Hydroxylgruppe zur entsprechenden
Carbonséure zuriickzufiihren sein. Im Gegensatz dazu scheint die Uberexpression der
Epimerase WhpP die starksten Auswirkungen auf die Biofilmstrukturen zu haben. Die
Porositat ist nach 35 und 50 Stunden im Vergleich zu allen anderen charakterisierten
Stammen deutlich hoher, was sich in den Hohenkarten in diinneren einzelnen
Biofilmtiirmen widerspiegelt, die in den Anfangsstadien der Biofilmbildung auftreten.

Mir ist keine andere Studie bekannt, die den Einfluss der Zucker-Stereochemie auf
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Abb. 29: Von WbpA und WbpP katalysierte Reaktionen in S. oneidensis. WbpA
(SO_3190) ist eine UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin-6-Dehydrogenase, welche die Re-
aktion von UDP-N-Acetyl-D-Galactosamin (UDP-GalNAc) zu UDP-N-Acetyl-D-
Galactosaminuronsiure (UDP-GalNAcA) und UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin (UDP-
GlcNAc) zu UDP-N-Acetyl-D-Glucosaminuronséure (UDP-GlcNAcA) katalysiert. WhpP
(SO__3189) ist eine UDP-N-Acetylglucosamin-C4-Epimerase, die die Reaktionen von UDP-
GlecNAc zu UDP-GalNAc und UDP-GIcNAcA zu UDP-GalNAcA katalysiert.
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die Biofilmarchitektur bereits untersucht hat, sodass diese Ergebnisse nicht mit

veroffentlichter Literatur verglichen werden konnen.

Es wurde bereits erwahnt, dass grundséatzlich angenommen wird, dass Shewanella-
Wildtypstdmme unter anoxischen Bedingungen nur diinne oder einschichtige Biofilme
bilden. Die generierten Ergebnisse konnen diese generelle Unfahigkeit von S. onei-
densis zur Bildung von Biofilmen in Abwesenheit von Sauerstoff nicht bestatigen, da
mit Fumarat als Elektronenakzeptor Biofilme von mehr als 200 um gebildet werden

konnten.

4.2.2.2 Vermutlich ist die SpeC-abhingige Uberproduktion von WbpAP der Grund

fiir die erh6hte Stromproduktion durch Riboflavin-basiertes Quorum Sensing

Wie bereits mehrfach dargelegt, scheint S. oneidensis unter Verwendung einer
Anode als einzigen terminalen Elektronenakzeptor nicht mehr in der Lage zu
sein, mehrschichtige Biofilme zu bilden. Aufgrund der Nachweisgrenze des OCTs
konnten keine Biofilmdaten gesammelt werden, sodass keine direkte Korrelation
zwischen Biofilmarchitektur und Stromdichte hergestellt werden kann. Trotzdem ist
davon auszugehen, dass die Eigenschaften der anoxischen Biofilme mit Fumarat als
einzigem Elektronenakzeptor eindeutige Hinweise auf die Mechanismen liefern kénnen,
die Biofilmbildung und Stromerzeugung miteinander verbinden. Die gleichzeitige
Uberexpression von wbpA und wbpP fithrte zu einer 1,8-fachen Erhoéhung der
Stromdichte, und die Biofilme dieses Stammes wiesen unter Fumarat-atmenden
Bedingungen ein ahnliches Biovolumen, jedoch eine geringere Porositat auf als
die Kontrolle. Die wbpA-Uberexpression fithrte offenbar zur Bildung von diinneren,

jedoch dichteren Biofilmen. Interessanterweise fithrte dies allein nicht zu einer hoheren
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Stromproduktion, sondern erforderte auch die Aktivitat der Epimerase WbpP. Es
ist auffillig, dass der Anstieg der Stromproduktion nach der Uberexpression von
wbpAP fast genau dem entspricht, was Edel et al. (2021) nach der Uberexpression von
speC beobachtet haben (1,9-fach bzw. 1,8-fach). Daher scheint die SpeC-abhéngige
Uberproduktion von WbpAP wahrscheinlich der Grund zu sein, warum Riboflavin-
basiertes Quorum Sensing die Stromdichte erhéht. Dennoch kann im Rahmen der
durchgefiihrten Untersuchungen nicht feststellt werden, warum sowohl Epimerisierung
als auch Oxidation zusammen auftreten miissen, um den nachgewiesenen Effekt zu

erzielen.

Wie bereits angedeutet, haben mehrere Studien gezeigt, dass extrazellulére polymere
Matrixkomponenten eine strombegrenzende Wirkung aufweisen kénnen. Kouzuma
et al. (2010) entdeckten, dass eine Storung des SO3177-Gens, welches an der Kap-
selbiosynthese beteiligt ist, zu einer Erhohung der Stromdichte fithren kann. Dies
wurde korreliert mit einer geringeren EPS-Produktion und einer hydrophoberen
Zelloberflache. Dariiber hinaus wiesen Gao et al. (2019) nach, dass das Abscheren
der EPS-Matrix von Shewanella-Zellen dazu fithrte, dass die Zellen im Vergleich zum

naturlichen Kontrollstamm eine bessere Elektronentransferkinetik aufweisen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse beziiglich WbpA und WbpP
einen der wenigen Fille darstellen, in denen eine Anderung der EPS-Zusammensetzung
zur Anpassung der Stromdichte in BES genutzt werden kann. Die Herstellung von
EPS ist sehr komplex und die Chemie der beteiligten Polymere ist bei weitem noch
nicht vollstandig verstanden. Somit konnten diese Untersuchungen den Grundstein
legen, um die Auswirkungen der EPS-Chemie auf angewandte Biofilmprozesse zu
ermitteln und die Leistung von Biofilmen in angewandten Prozessen durch die

Steuerung der EPS-Chemie zu verbessern.
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4.2.3 BpfA, BpfG und AggA als Schalter fiir die Biofilmbildung bei

S. oneidensis

Aus den Untersuchungen von WbhpA und WbpP kann die Hypothese abgeleitet
werden, dass eine Verringerung der Biofilmporositit bei relativ Ahnlichem Biofilm-
volumen die Elektronentransferrate von S. oneidensis verbessert. Dies wirft die
Frage auf, ob es sich hierbei um eine grundlegende Regel handelt, was bedeuten
wiirde, dass zur Steigerung der Energieausbeuten in MES nicht nach Stdmmen
mit verstarkter Biofilmbildung gesucht werden miisste, sondern nach solchen, bei
denen die Zellen dichter angeordnet sind. Aus diesem Grund wurden im nachsten
Schritt Proteine untersucht, fiir die bereits eine Korrelation mit einer verbesser-
ten Biofilmbildung nachgewiesen wurde. BpfA, BpfG und AggA sind Teil eines
extrazelluldren Proteinnetzwerks und ein Zusammenhang zur Biofilmbildung konnte
nachgewiesen werden (Zhou et al., 2015; De Windt et al., 2006; Theunissen et al.,
2009; De Vriendt et al., 2005). Der Einfluss dieser Proteine wurde systematisch
schrittweise untersucht: Zunéachst unter oxischen Bedingungen mit atmosphérischem
Sauerstoff als Elektronenakzeptor, anschliefend unter anoxischen Bedingungen mit
Fumarat als Elektronenakzeptor und abschlieBend unter Verwendung einer Anode als
einzigen verfiigbaren Elektronenakzeptor. Die Untersuchungen von bpfA und bpfG
erfolgten genomisch, sodass der Wirtsstamm die Kontrolle darstellt. aggA wurde mit
Hilfe eines durch Arabinose induzierbaren Expressionsplasmids untersucht und als

Kontrolle diente der Wirtsstamm mit einem leeren Plasmid.
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4.2.3.1 Ubergeordnete Mechanismen bestimmen die Biofilmbildung unter oxischen

Bedingungen bei S. oneidensis

Uberraschenderweise wurden unter oxischen Bedingungen keine grundlegenden Abwei-
chungen in der Biofilmarchitektur zwischen den fiinf untersuchten Stammen gefunden,
die tiber punktuelle Unterschiede hinausgingen. Unter oxischen Bedingungen scheinen
also eher iibergeordnete Mechanismen als die untersuchten Mutationen wirksam zu
werden und die Biofilmbildung zu bestimmen. Mir sind keine Studien bekannt, in
denen der Unterschied zwischen oxischer und anoxischer Biofilmbildung grundlegend
differenziert und untersucht wird. Daher ist es zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich,

diese Hypothese mit anderen Studien zu vergleichen.

Den einzigen feststellbaren Unterschied stellte das labilere Wachstumsverhalten der
BpfA- sowie BpfG-Mutante im Vergleich zum Kontrollstamm dar. Die Abscherung
eines Biofilms kann zwar Teil des natiirlichen Zyklus sein (sieche Abschnitt 1.3), da
aber ein signifikanter Unterschied zum Kontrollstamm feststellbar war, ist davon
auszugehen, dass die Biofilme der BpfA- und BpfG-Mutante tatséchlich labiler
waren. Nach 93-stiindiger Kultivierung wiesen die Stdmme bereits Biofilmdicken von
215 £ 9 um (BpfA) und 185 £ 28 pum (BpfG) auf. Der Elektronenakzeptor Sauerstoff
muss in den Biofilm diffundieren und es ist anzunehmen, dass ab einer bestimmten
Biofilmdicke anoxische Bedingungen iiberwiegen. Die Eindringtiefe von Sauerstoff
héngt von mehreren Faktoren ab, darunter die Aktivitdt der Mikroorganismen
und die Dichte des Biofilms, so dass kein allgemeiner Wert angegeben werden
kann. Jedoch ist davon auszugehen, dass Sauerstoff in 100 um Tiefe ganz oder
zumindest fast vollstdndig metabolisiert wurde (Stewart, 2003; Hibiya et al., 2004).
Die Uberexpression von bpfA erfolgte durch Ersetzen des nativen Promotors durch

den Promotor von cymA. Da es sich bei CymA um ein ¢-Typ-Cytochrom handelt, das
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fiir die anoxische Atmung von S. oneidensis unerlésslich ist, kann davon ausgegangen
werden, dass es unter anoxischen Bedingungen stark transkriptionsinduziert ist.
Daraus schlieBend findet die Uberexpression von bpfA vermutlich erst in den tieferen
sauerstofflimierten Biofilmschichten statt. Kommt es in diesen Schichten vermehrt
zur Ausbildung von BpfA, welches man auch als Zell-Zell-Kleber bezeichnen konnte,
ist vorstellbar, dass es beim Ablosen einzelner Zellen aus dem Biofilmverband zu
einer Art Kettenreaktion kommt, sodass der gesamte Biofilm abgeschert wird. Ein
ahnlicher Mechanismus ist ebenfalls fiir die BpfG-Mutante vorstellbar, da durch eine
Punktmutation BpfA nicht mehr sezerniert werden kann, was zu einem Anstieg des
extrazellularen BpfA-Gehalts fithren sollte. Auch hier wiirden einzelne sich aus dem
Verband herauslosende Zellen zu einem Abscheren des gesamten Biofilms fithren. Da
es sich hier lediglich um Vermutungen handelt, miissten weitere Untersuchungen
erfolgen. Zum Beispiel konnte der Durchfluss quantitativ untersucht werden, indem
ein Verhéltnis von Einzelzellen zu Zellen innerhalb von Aggregaten bestimmt wird.
Fiir die beiden Mutantenstdmme miissten dann im Vergleich zum Kontrollstamm
mehr Zellen in Verbanden als Einzelzellen im Durchfluss feststellbar sein. Zum einen
bieten sich Methoden der Rheologie an, um z. B. Viskositétsunterschiede zwischen den
Stammen bestimmen zu kénnen (Macosko, 1994) und zum anderen kénnten mittels
Durchflusscytometrie quantitative Aussagen tiber das Vorkommen von Einzelzellen

und Zellverbénden getétigt werden (Barr et al., 2021; Merah-Mourah et al., 2021).

4.2.3.2 Unter anoxischen Bedingungen wurden robuste Biofilme unterschiedlichster

Architekturen gebildet

Unter anoxischen Bedingungen mit Fumarat als einzigem Elektronenakzeptor wurden

signifikante Unterschiede zwischen den Stdmmen festgestellt. Zunéchst war insbe-
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sondere die deutlich erhohte Wachstumsgeschwindigkeit der anoxisch kultivierten
Biofilme im Vergleich zu den oxischen Versuchen iiberraschend. Bedenkt man jedoch,
dass die Loslichkeit von Sauerstoff aus der Umgebungsluft bei 30 °C 8,05 mg 1! und
demnach nur 252 uM betrédgt (berechnet nach den Angaben in International Critical
Tables, 1928, vol. 111, McGraw-Hill, New York, p. 257) und dass in den anoxischen
Experimenten 100 mM gelostes Fumarat als Elektronenakzeptor verwendet wurde,
ist die deutlich erhéhte Wachstumsrate nicht iiberraschend. Zudem muss, wie auch
in Abschnitt 4.2.2.1, erneut betont werden, dass die Annahme, dass S. oneidensis
unter Ausschluss von Sauerstoff nur diinne Biofilme bildet, nicht bestétigt werden
kann, da im Rahmen dieser Versuche Biofilme mit einer Héhe von bis zu 180 um

nach 50 Stunden gebildet wurden.

Im Vergleich zu den oxischen Versuchen haben alle fiinf untersuchten Stamme
unter Ausschluss von Sauerstoff robuste Biofilme gebildet, ohne innerhalb des
Versuchszeitraums von 50 Stunden abgeschert zu werden. Es scheint daher wahrschein-
lich, dass die Instabilitdat eher bei starkeren Gradienten zum Tragen kommt. Dass
Sauerstoffarmut in den tieferen Biofilmschichten zur Disaggregation und Ablosung
fithren kann, ist hinreichend belegt (Wille und Coenye, 2020; Rumbaugh und Sauer,
2020; Petrova und Sauer, 2016). Zudem liegt in diesen Versuchen, wie bereits
erwiahnt, der Elektronenakzeptor in wesentlich hoherer Molaritat vor, was einen

Massentransport in tiefere Biofilmschichten erleichtert.

Die aggA-Uberexpression fithrte zur Ausbildung von signifikant dichteren Biofilmen
bei ungefahr gleichbleibendem Biovolumen und Biofilmhohe im Vergleich zur Kontrol-
le mit dem leeren Plasmid. Den Hypothesen aus dem vorangegangen Abschnitt 4.2.2
folgend, entspricht dies genau den Erwartungen. AggA, stehend fiir agglutination

protein, wird haufig als Zellkleber bezeichnet, sodass ein erhéhtes Vorkommen
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voraussichtlich zu einem Verklumpen der Zellen und damit einer Verringerung der
Porositét fithrt. BpfA wird, wie bereits erwéhnt, ebenfalls als Zellkleber bezeichnet,
weshalb es umso tiberraschender ist, dass diese Mutante im Vergleich zum Kontroll-
stamm ein reduziertes Biovolumen und eine vergleichbare Biofilmhohe, aber deutlich
porosere Biofilme nach 43 Stunden aufwies. Die BpfG-Mutation fithrte zwar zu mehr
Biovolumen und hoheren Biofilmen, aber ebenfalls zu signifikant poroseren Biofilmen
nach 43 Stunden. Der Theorie beziiglich WbpA und WbpP folgend, dass eine anna-
hernd gleichbleibende Biofilmmenge bei Reduktion der Porositédt den interzelluldren
Elektronentransport vereinfacht und somit zur Erhohung der Stromausbeute fiihrt,
deutet an dieser Stelle insbesondere auf den aggA-iiberexprimierenden Stamm als
vielversprechenden Kandidaten hin. Uberraschenderweise ist ebenfalls die Expression
eines leeren Plasmids in Bezug auf die zu erwartende Stromdichte vielversprechend
(siche auch Abb. A9). Bei Vergleich der beiden Kontrollstdmme konnte festgestellt
werden, dass die Zugabe des leeren Plasmids zu keiner Anderung des Biovolumens
oder der Biofilmhohe fiihrte, die Biofilme aber signifikant dichter waren. Da der
BpfA- sowie der BpfG-Stamm signifikant porésere Biofilme aufwiesen, wére fiir diese

Stamme eine Reduktion der Stromproduktion zu erwarten gewesen.

4.2.3.3 Zusammenhang zwischen Biofilmarchitektur und Stromdichte ist komplexer

als erwartet

Bei Verwendung einer Anode als einzigem Elektronenakzeptor wurde eine 1,85-fache
Erhohung der mittleren Stromdichte fir den BpfA-Stamm und eine 1,83-fache
Erhéhung fiir den BpfG-Stamm im Vergleich zum Kontrollstamm ermittelt, wobei
nur der letztere Wert signifikant war. Die Zugabe des leeren Plasmids fiihrte ebenfalls

zu einer 1,67-fachen Erhohung der Stromdichte im Vergleich zur Kontrolle ohne
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Plasmid. Obwohl der aggA-iiberexprimierende Stamm, wie im letzten Abschnitt
erlautert, der vielversprechendste Stamm war, konnte keine signifikante Erh6hung
der Stromdichte festgestellt werden. Da es sich sowohl bei AggA als auch bei BpfA
um sogenannte interzellulare Kleber handelt, ist es iiberraschend, dass nur eins der
beiden untersuchten Proteine zu einer Erhéhung der Stromausbeute fiihrte. Auch
dass bereits eine Vielzahl an vielversprechenden Untersuchungen in Bezug auf AggA
bei Shewanella-Spezies veroffentlicht wurden, ist iiberraschend (Liang et al., 2010;
Zhou et al., 2015; Zacharoff et al., 2016; Theunissen et al., 2009; Theunissen et al.,
2010; De Vriendt et al., 2005; De Windt et al., 2006; Li et al., 2023; Zhang et al.,
2014; Wu et al., 2013). Es stellt sich intuitiverweise die Frage, ob aggA tatsachlich
iiberexprimiert wurde. Eine Uberpriifung der Transkriptionsstirke mittels qPCR
oder sogar eine posttranskriptionelle Kontrolle mittels Proteomanalyse sollten in
Betracht gezogen werden, um dies zu untersuchen. Dass unter Verwendung von
Fumarat als Elektronenakzeptor sowohl qualitativ als auch quantitativ Unterschiede
im Vergleich zum Kontrollstamm gefunden werden konnten, spricht jedoch eher dafiir,

dass die Uberexpression dieses Gens einfach nicht zum erwarteten Ergebnis fiihrte.

Ebenfalls iiberraschend war die Erhéhung der Stromdichte durch die einfache
Zugabe eines leeren Plasmids. Schmid et al. (2021) haben einen &hnlichen Effekt bei
Rhodobacter sphaeroides in kathodischen BES beobachtet. Es konnte gezeigt werden,
dass sowohl die Einfithrung eines Plasmidvektors als auch die Exposition gegentiber
dem entsprechenden antibiotischen Selektionsdruck eine starke Verbesserung sowohl
der kathodischen Biofilmbildung als auch der elektrochemischen Eigenschaften
bewirkte. Um die Verdnderungen auf molekularer Ebene zu untersuchen, koénnte
eine vergleichende Transkriptom- oder Proteomanalyse der Kontrollstimme mit
und ohne Plasmid in Betracht gezogen werden. Differentiell regulierte Gene oder

Proteine konnten zudem potentielle zukiinftige Ziele darstellen, um die erreichbaren
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Stromdichten weiter zu erhohen, aber auch um die Biofilmbildung von S. oneidensis

grundlegend besser zu verstehen.

4.2.4 Zusammenfassende Erkenntnisse beziiglich WbpA, WbpP,

AggA, BpfA und BpfG

Im Rahmen dieser Arbeit ist der Einfluss von finf verschiedenen Proteinen (WbpA,
WhbpP, AggA, BpfA und BpfG) auf die Biofilmbildung von S. oneidensis systema-
tisch untersucht worden. Ziel war es, Stdmme mit einer erhéhten Stromdichte zu
identifizieren und zu versuchen, einen Zusammenhang zwischen Biofilmarchitektur
und Stromproduktion zu finden. Unter oxischen Bedingungen haben tibergeordnete
Mechanismen die Biofilmbildung bestimmt. Dahingegen konnten unter anoxischen
Bedingungen mit Fumarat als Elektronenakzeptor sowohl qualitative als auch quan-
titative Unterschiede zwischen den Mutanten und den Kontrollstimmen festgestellt
werden. Unter Nutzung einer Anode als terminalen Elektronenakzeptor fiihrten
die Co-Uberexpression von wbpA und wbpP, die Uberexpression von bpfA, eine
punktmutierte bpfG-Variante sowie die einfache Zugabe eines leeren Plasmidvektors
zur 1,67 - 1,85-fachen Erhohung der mittleren Stromdichte. Obwohl einige Hypothesen
aufgestellt werden konnten, z. B. dass dichtere Biofilme vermutlich den interzellularen
Elektronentransport erleichtern, konnte kein grundlegender Zusammenhang zwischen

Biofilmparametern und Elektronentransport festgestellt werden.

Da BpfA an der dufleren Membran lokalisiert ist, sollte in Betracht gezogen wer-
den, dass die Ergebnisse beziiglich BpfA und BpfG moglicherweise nicht auf die
Verdnderungen der Biofilmbildung selber zuriickzufithren sind. An der &ufleren

Membran erfolgt der letzte Schritt des EET, sodass grundséatzlich vorstellbar ist,
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dass eine Verdanderung von Proteinen, die mit der duleren Membran assoziiert sind,
in die Elektronentransfermaschinerie eingreifen kann. Dies stellt jedoch eine reine
Vermutung dar, welche auf Grundlage der durchgefithrten Versuche nicht diskutierbar
ist. Weitere Untersuchungen waren notwendig, um die molekularen Hintergriinde der

untersuchten Proteine aufzuklaren.

In dieser Arbeit wurde bereits mehrfach darauf verwiesen, dass die Biofilmbildung
von S. oneidensis zwar unter oxischen Bedingungen gut untersucht, das Wissen iiber
die Biofilmbildung unter anoxischen Bedingungen jedoch eher spérlich ist. Ich habe
den Eindruck gewonnen, dass allgemein angenommen wird, dass die Mechanismen
der oxischen Biofilmbildung grundlegende Mechanismen darstellen, die fiir alle
Bedingungen gleichermaflen gelten. In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass aus
der Architektur oxischer Biofilme keine Riickschliisse auf die Architektur anoxischer
Biofilme gezogen werden konnen, ebenso wie keine eindeutigen Indikatoren anoxischer
Biofilme gefunden werden konnte, die Riickschliisse auf die Stromdichte in MEZ
zulassen. Ich bin der Meinung, dass es systematischer grundlegender Untersuchungen
der Biofilmbildung in S. oneidensis bedarf, bei der verschiedene Bedingungen, wie
z. B. unterschiedliche Elektronenakzeptoren, miteinander verglichen werden. Die Ent-
wicklung sollte dabei so engmaschig und in Echtzeit iberwacht werden, wie moglich.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte deutlich gezeigt werden, dass sich eine Uberwachung
mittels OCT anbietet, da sie nicht-invasiv und beinahe in Echtzeit durchfiihrbar ist.
Die Auflésungsgrenze und die damit einhergehende aufnehmbare Grofie stellen in
den meisten Fallen einen guten Kompromiss dar. Nur unter Elektroden-atmenden
Bedingungen sollte zukiinftig versucht werden, ebenfalls eine mikroskopische Analytik
zu implementieren, da die Biofilme von S. oneidensis unter diesen Bedingungen
unter der Nachweisgrenze des OCTs liegen. Grundsétzlich ist eine mikroskopische

Auswertung der mikrofluidischen Reaktoren einfach durchfithrbar, da die PDMS-
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basierten Korper mit einem Standardobjekttrager verschlossen werden und somit
einfach in ein Mikroskop eingelegt werden kénnen. Hierbei gilt es jedoch zu bedenken,
dass somit der Biofilm von der Glasseite aus analysiert werden wiirde. Die verwendeten
Objekttrager hatten eine Stérke von 1 mm und der Kultivierungskanal eine Hohe
von 2 mm, was insbesondere bei der Auswahl eines passenden Mikroskopobjektivs
beziiglich des Arbeitsabstands eine Rolle spielt. Aulerdem werden mikroskopische
Untersuchungen von mikrofluidischen Reaktoren in den allermeisten Féllen als
Endpunktanalysen durchgefiihrt, was in erster Linie darauf zurtickzufiihren ist, dass
sich das Mikroskop in einem anderen Raum befindet. Automatisiert man wiederum die
mikroskopischen Analysen indem die Biofilmkultivierung direkt unter dem Mikroskop
durchgefiithrt wird, ist eine Kultivierung bei konstanter vergleichbarer Temperatur ein
Problem. Die vergleichenden Untersuchungen von Biofilmen sollten unter moglichst
prazisen Bedingungen durchgefiihrt werden, um systematische Fehlerquellen zu
minimieren und es wird deutlich, dass zumeist ein Kompromiss zwischen den

Kultivierungsbedingungen und durchfithrbaren Analysen gefunden werden muss.

Eine weitere Herausforderung stellen die niedrigen Stromdichten von S. oneidensis dar.
Die manuelle Herstellung der mikrofluidischen Reaktoren bietet zwar die Moglichkeit
die Geometrien prazise an benotigte Kultivierungsbedingungen anzupassen, doch ist
die manuelle Fertigung naturgemaf immer mit einem gewissen Schwankungsbereich
verbunden. Bei Stromdichten im Nanoamperebereich haben kleinste Schwankungen
natirlich einen erheblichen Einfluss und sollten daher als systematische Fehlerquelle
mitbedacht werden. Dariiber hinaus ist die manuelle Herstellung duflerst zeitaufwen-
dig, so dass eine Automatisierung sowohl die Fehlerquote der Strommessungen als
auch den Zeitaufwand verringern wiirde. Ich gehe davon aus, dass bei Reduktion der
Fehlerquote auch die BpfA-Mutation zu einer signifikanten Erhohung der Stromdichte

fiuhrt.
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Abschlieend lésst sich sagen, dass die entwickelte Kultivierungsplattform die Unter-
suchung von Biofilmen erheblich vereinfacht. Es stehen Aufnahme- und Auswerte-
routinen verschiedener Parameter, wie Biovolumen, Biofilmhoéhe oder -porositat, zur
Verfiigung, sodass Biofilme standardisiert iberwacht und beschrieben werden kénnen.
Trotzdem stellen diese Parameter letztlich nur eine Abstraktion der Realitdt dar mit
dem Anspruch, Biofilme so realitdtsnah wie moglich zu beschreiben. Die Untersuchung
von Biofilmen als multizelluldre Komplexe unterscheidet sich grundlegend von der
Untersuchung suspendierter Zellen und diese Komplexitét schreckt Forschende zum
Teil ab. Da Biofilme jedoch die priméare Lebensform von Bakterien darstellen und
z. B. in biotechnologischen Prozessen ein enormes Potential bieten, sollte auf die
Untersuchung von Biofilmen keinesfalls verzichtet, sondern die Forschung an diesen
weiter ausgebaut werden. Zudem bin ich der Meinung, dass es bei der Erforschung
von Biofilmen noch spannende grundlegende Erkenntnisse aufzudecken gibt, die unser

Verstandnis iiber Mikroorganismen erweitern und verandern werden.

4.3 Ausblick

Die Untersuchung der elektroaktiven Modellgemeinschaft sollte einen Maflstab liefern,
welche Stromausbeuten unter natiirlichen Bedingungen erreicht werden kénnen. Ob-
wohl die Stromausbeute um das bis zu 1,9-fache erhoht werden konnte, ist dies immer
noch 150-fach geringer im Vergleich zur S. oneidensis /G. sulfurreducens-Cokultur
und 250-fach geringer als G. sulfurreducens alleine. Trotz der Verbesserungen muss
an diesem Punkt davon ausgegangen werden, dass S. oneidensis unter natiirlichen
Bedingungen wesentlich weniger Strom produziert als Geobacter-Spezies. Durch die
Untersuchung der Biofilmarchitektur-verandernden Proteine, die an dieser Stelle auch

als Biofilmschalter bezeichnet werden konnten, sind Schliisselfaktoren aufgedeckt
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worden, mit der die Biofilmbildung anaerob reguliert werden kann. Anschlieend
an diese Arbeit sollte daher untersucht werden, inwiefern konduktive Strukturen
in diese Biofilme eingefithrt werden kénnen. Konduktive Strukturen kénnen hierbei
sowohl biotischen Ursprungs sein, wie beispielsweise extrahierte Geobacter-Nanowire,
sowie auch abiotischen Ursprungs, wie leitfihige Nanopartikel. Aber selbst wenn
die Leitfahigkeit eines Biofilms durch kiinstliche Zugabe von konduktiven Struk-
turen erhoht wird, muss trotzdem sichergestellt sein, dass die Zellen des Biofilms
zusammenhalten und eine stabile EZM bilden. Die Stamme, die im Rahmen dieser
Arbeit untersucht und charakterisiert wurden, kénnen also als Wirtsstamme fiir diese
Untersuchungen verwendet werden. Mit anderen Worten weifl man zum aktuellen
Zeitpunkt, wie Biofilme bestimmter Eigenschaften kultiviert werden kénnen und im
nachsten Schritt sollte versucht werden synthetische konduktive Strukturen in diese

Biofilme einzubauen.

Zudem wére es wichtig zu untersuchen, ob die im Rahmen dieser Arbeit aufgedeckten
Effekte kombinierbar und die Stromausbeuten noch weiter erhéhbar sind. Da alle
Proteine in der Lage waren, die Biofilmarchitektur unter Verwendung von Fumarat
als Elektronenakzeptor stark zu verédndern, kénnen sie als Schalter der Biofilmbil-
dung betrachtet werden. Wiirde man induzierbare Promotoren einsetzen, konnten
durch alternierendes Zupumpen des Induktors mutmaflich die Biofilmeigenschaften
phasenweise verdndert werden. Auch denkbar wére das préazise Zusammenbauen
eines Biofilms aus mehreren Stadmmen als Bausteine, zum Beispiel schichtweise.
In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass ein aktualisiertes Raumportal
mit integrierter Probennahme und -injektion in Zusammenarbeit mit René Wurst
und der Forschungswerkstatt Elektrotechnik der TUHH (Bernd Hiittmeyer und
Nils Griinke) entwickelt wurde und sich bereits in der Endphase der Fertigstellung

befindet. Durch einen integrierten Spritzenantrieb und einer an der z-Achse loka-
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lisierten Kantile konnen zukiinftig nicht nur Proben zur Analyse mikrometer- und
mikrolitergenau aus Biofilmen entnommen werden, sondern ebenfalls Proben oder
Zellen (oder beispielsweise Nanopartikel) direkt in den Biofilm injiziert werden. Das
neue Raumportal bietet einen groferen Arbeitsraum von 1.900 x 650 x 250 mm
(x/y/z; bisher: 800 x 800 x 50 mm), was knapp einer Verdopplung der Arbeitsflache
entspricht. Die Wiederholgenauigkeit des neuen Portals wird aulerdem 120 pm im
Vergleich zu 500 pm beim alten System betragen. Bisher war die OCT-Bildaufnahme
semi-automatisiert. Fiir das neue System wurde eine eigene Software mit einer
Eingabemaske entworfen, in die Bildparameter sowie Zeit- und Ortsangaben eine
volle Automatisierung der OCT-Prozessroutine ermdglichen. Die Integration dieses
optimierten Raumportals wird die Reproduzierbarkeit der Biofilmkultivierung und

-analyse weiter erhohen und die aktive Arbeitszeit weiter reduzieren.

Meiner Meinung nach stellt dann die OCT-Datenauswertung die nachste grofiere
Herausforderung dar. Im Durchschnitt ist ein einzelnes OCT-Bild ~ 4 GB grof§
und fiir die Aufzeichnung des gesamten Kultivierungskanals sind fiinf Aufnahmen
erforderlich. Ein Triplikat mit fiinf Aufnnahmezeitpunkten entspricht somit etwa
300 GB an OCT-Daten. Dies bedeutet einen immensen Bedarf an Speicherplatz,
Zeit fir die Datentibertragung sowie die Prozessierung der Bilddaten. Obwohl die
Prozessierung der Datensétze bereits teilweise automatisiert ist, sind einige Schritte
immer noch fiir jede Aufnahme manuell durchzufiihren. Eine volle Automatisierung
der Prozessierung wiirde eine erhebliche Reduktion der Arbeitszeit und zudem

vermutlich eine Erhohung der Reproduzierbarkeit bedeuten.
Zusammengenommen entwickelt sich die mikrofluidische Biofilmkultivierung mit Hilfe

der beschriebenen Plattform in eine vollautomatisierte Zukunft, die es ermoglichen

wird Biofilme im Hochdurchsatz zu kultivieren und in situ zu analysieren. Somit
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konnen z. B. die unterschiedlichsten Umweltbedingungen, Elektrodenmaterialien
oder Stammmodifikationen reproduzierbar in deutlich kiirzeren Zeitrdumen kulti-
viert und analysiert werden. Dieser multidisziplindre Ansatz mit systematischer
multidimensionaler Analyse der Mikroorganismen-Elektroden-Schnittstelle ermog-
licht Untersuchungen, die entscheidende Schritte in Richtung einer industriellen

Anwendung mikrobieller elektrochemischer Systeme moglich machen.
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Abb. Al: Technische Zeichnungen des Rahmens zur Kultivierung von mikrofluidischen
FlieB3zellen. Jede Versuchskammer (siehe auch Abb. 9) besteht aus einem Rahmen, einer
Bodenplatte (Abb. A6) und einer Deckelplatte (Abb. A5). In a und b sind die Mafle des
aus Polycarbonat bestehenden Rahmens aufgefiihrt. In c ist ein detaillierter Ausschnitt
relevanter Radien sowie die Mafle der Nut dargestellt und in d sind die Absténde der
Durchgangsbohrungen aufgefithrt. Alle Mafle sind in mm angegeben.
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Abb. A2: Technische Zeichnung des Mittelstegs des Rahmens zur Kultivierung von
mikrofluidischen Flief3zellen (siehe auch Abb Al). In a ist der Rahmen von oben
zu sehen und es sind zwei Abschnitte markiert, welche in b und ¢ detailliert dargestellt
sind. Bei blau markierten Bohrungen handelt es sich um Durchgangsbohrungen (DGB).
Lila markierte Bohrungen entsprechen M3 x 0,5 mit einer Tiefe von 10 mm. Alle Mafe
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Abb. A3: Technische Zeichnung der kurzen Seite des Rahmens zur Kultivierung
von mikrofluidischen Flie3zellen (siehe auch Abb A1l). Die kurzen Seiten des
Kultivierungsrahmens sind identisch, weshalb nur eine der Seiten detailliert dargestellt
ist. Bei blau markierten Bohrungen handelt es sich um Durchgangsbohrungen (DGB).
Lila markierte Bohrungen entsprechen M3 x 0,5 mit einer Tiefe von 10 mm. Alle Mafle
sind in mm angegeben.
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Abb. A4: Technische Zeichnung der langen Seiten des Rahmens zur Kultivierung
von mikrofluidischen Flief3zellen (siehe auch Abb A1l). Die langen Seiten
des Kultivierungsrahmens sind nicht identisch, weshalb beide im Detail in a und b
dargestellt sind. In die pink markierten Bohrungen werden Miniatur-Laborbuchsen (MBI 1,
d = 2 mm;SKS Hirschmann, Niirnberg) eingesetzt, welche eine elektrische Konnektierung
mittels Bananensteckern erméglichen. Durch die blau markierten Durchgangsbohrungen
(DGB) kénnen Kaniilen mit einem Aufilendurchmesser von 1,2 mm eingesetzt werden,
welche z. B. fiir eine Inokulation verwendet werden kénnen. Damit trotz eingesetzter
Kaniilen eine moglichst sauerstofffreie Kultivierung moglich ist, kann eine Dichtung tiber
die lilafarbenen Bohrungen eingeschraubt werden. In die orangefarbenen Bohrungen
kénnen Gasanschliisse eingeschraubt werden. Alle Mafle sind in mm angegeben.

xliv



Anhang

(a)]
o o o0
S & 5
T T 7
= [er T4 Cw
S
28
S &8
o — o
= %38
oo o o o o o (o) :
- 4.00—+ N S
2nS : oo o3—326.00—c3——of—— &
— - — —i ~— i —
N~ o~ ~N N o~ o~ ™~
N 4.00—+
326.00 |
g 326.00 iy
10.79—+1 | oL
—60.00—
——104.00——
165.00
226.00
270.00
319.24

Abb. A5: Technische Zeichnung der Deckelplatte, welche Teil der Versuchskammer zur
Kultivierung von mikrofluidischen FlieB3zellen ist (siche auch Abb A1l). Die
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Deckelplatten hatten eine Stérke von 3 mm und
bestanden aus kratzfestem Polycarbonat. Es sind die Positionen der Durchgangslécher

(d = 3,5) in mm angegeben.
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Abb. A6: Technische Zeichnung der Bodenplatte, welche Teil der Versuchskammer zur
Kultivierung von mikrofluidischen Flief3zellen ist (sieche auch Abb A1l). Die
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bodenplatten hatten eine Stirke von 5 mm und
bestanden aus Polycarbonat. In a sind die Positionen der Durchgangslocher (d = 3,5) in
mm angegeben und in b die Positionen der 3 mm tiefen M3 x 0,5-Locher.
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Halterung zur Platzierung von mikrofluidischen Durchflussreaktoren. Die Hal-
terungen kénnen auf der Bodenplatten (Abb. A6) der Versuchskammer zur Kultivierung
von mikrofluidischen Flieflzellen platziert werden.

Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP und wbpAP auf die Biofilmpo-
rositidt unter anoxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit Laktat als
Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Die Biofilmporositat in % ist iiber
die Zeit fiir vier verschiedene Stdmme angegeben. Mittelwerte und Standardabweichungen
stammen aus unabhéngigen Versuchen (n = 3). Eingefirbte Zellen zeigen signifikante
Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid an (ungepaarter t-Test:
grim = p < 0,01; rot = p < 0,05). Die graphische Darstellung dieser Zahlen ist in
Abb. 19 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JG1475 Kontrolle 104 +23 186+0,3 30,8+ 1,0 279+48 225+14
JG1861 wbpA 2,8 £23 132 £23 157+49 220+£20 | 16,1 +£14
JG1862 wbpP 116 £86 16,7+ 199 353 +£271 41,0+£6,3 23,6 £ 2,3
JG1863 wbpAP 19+ 1,5 9,2 + 3,6 6,9 + 5,5 204 +4,3 | 15,6 £ 1,3
Tab. A2: Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP und wbpAP auf die Biofilm-

volumen unter anoxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit Laktat
als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Das Biofilmvolumen in
mm? cm? ist iiber die Zeit fiir vier verschiedene Stimme angegeben. Mittelwerte und
Standardabweichungen stammen aus unabhéngigen Versuchen (n = 3). Eingefdrbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid
an (ungepaarter t-Test: grin = p < 0,01; rot = p < 0,05). Die graphische Darstellung
dieser Zahlen ist in Abb. 19 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JG1475  Kontrolle 09+00 24403 94+01 141+27 172404
JG1861  whpA 08+0,1 IAE02YW 80+15 11,2+ 1,0 N40E09
JG1862  wbpP 02+01 09+06 38+14 102+20 138+1,0
JG1863  wbpAP 1,1+06 30+15 844+27 122+11 | 145+12
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Tab. A3: Einfluss der Uberexpression von wbpA, wbpP und wbp AP unter anoxischen
Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat
als Elektronenakzeptor. Die Biofilmhoéhe in pum ist iiber die Zeit fiir vier verschiedene
Stamme angegeben. Mittelwerte und Standardabweichungen stammen aus unabhéngigen
Versuchen (n = 3). Eingeférbte Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm
mit dem leeren Plasmid an (ungepaarter t-Test: griln = p < 0,01; rot = p < 0,05). Die
graphische Darstellung dieser Zahlen ist in Abb. 19 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JG1475 Kontrolle 10,1 £0,5 29,1 +3,1 135637 1945 +236 2215 & 3.2
JG1861  whpA 81+17 151426 940+130 1433496  166,7 + 82
JG1862  wbpP 22+12 109+49 528+226 151.1+199 1850 &+ 13,3

JG1863 wbpAP 10,1 £6,1 30,1 + 153 88,7+ 24,1 1572+ 12,7 | 171,01 &+ 13,1
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Abb. A8: Einfluss eines leeren Plasmids auf die Biofilmbildung von S. oneidensis unter
oxischen Bedingungen. Die Biofilme wurden mit Laktat als Elektronendonor und atmo-
sphéarischem Sauerstoff als Elektronenakzeptor in mikrofluidischen Fliefizellen kultiviert.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von unabhéngigen Replikaten dar (n = 3).
S. oneidensis MR-1 AX = JG918 und S. oneidensis MR-1 AN pBAD_ leer = JG1475.
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Tab. A4:

Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA
auf das Biovolumen unter oxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit
Laktat als Elektronendonor und Luftsauerstoff als Elektronenakzeptor. Das Biovolumen
in mm?3 cm™ ist iiber die Zeit fiir fiinf verschiedene Stimme angegeben. Mittelwerte
und Standardabweichungen stammen aus unabhéingigen Versuchen (n = 3). Eingefirbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid an
(ungepaarter t-Test: griin = p < 0,01; rot = p < 0,05). Ein Sternchen (*) bedeutet, dass
zwei Reaktoren verblieben sind und **, dass ein Reaktor verblieben ist. Die graphische
Darstellung dieser Zahlen ist in Abb. 22 und 23 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JGI18 A 6,4+03 113+05 154+11 194+15 33,0%2,7
JG1739 AN bpfA (Peyma) 74 +£25 132+23 191+14 28 8** 39,7 **
JG1738 AN bpfG (C116S) | 1,8+ 0,8 92 +38 158 +3,2 185*+0,9
JG1475 AN pBAD_ leer 71+23 118+£31 157+32 264+36 324444
JG1758 AMNpBAD_aggA 72 +1,1 1214+26 | 160+12 | 198 £ 1,3 24,6 + 1,2
Tab. A5: Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA

auf die Biofilmhéhe unter oxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit
Laktat als Elektronendonor und Luftsauerstoff als Elektronenakzeptor. Die Biofilmhohe
in um ist iiber die Zeit fiir fiinf verschiedene Stdmme angegeben. Mittelwerte und
Standardabweichungen stammen aus unabhéngigen Versuchen (n = 3). Eingefirbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid
an (ungepaarter t-Test: griin = p < 0,01; rot = p < 0,05). Ein Sternchen (*) bedeutet,
dass zwei Reaktoren verblieben sind und **, dass ein Reaktor verblieben ist. Die graphische
Darstellung dieser Zahlen ist in Abb. 22 und 23 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JGOI1S AN 797 +54 1456+51 1754+10,6 211,2+ 144 290,7 + 16,8
JGI739 AN bpfA (Poyma) 94,1 +41,4 168,0 + 15 7 2IE6EE86N  261,2%+ 345,8%*
JG1738 AN bpfG (C116S) POT0EM43 124,8 +37,7 1851 +£27,7 197,7% £ 28,7
JG1475 AXpBAD leer 90,6 =255 147,6 £29,0 186,7 + 28,3 234,9+26,5 2827+ 36,5
JG1758 AXpBAD aggA 82,3+£11,0 133,3+253 182,1 4140 210,6+140 2574+123
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Tab. A6:

Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA auf die
Biofilmporositiat unter oxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit Laktat
als Elektronendonor und Luftsauerstoff als Elektronenakzeptor. Die Biofilmporositéit
in % ist tiber die Zeit fur funf verschiedene Stamme angegeben. Mittelwerte und
Standardabweichungen stammen aus unabhéngigen Versuchen (n = 3). Eingefirbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid
an (ungepaarter t-Test: griln = p < 0,01; rot = p < 0,05). Ein Sternchen (*) bedeutet,
dass zwei Reaktoren verblieben sind und **, dass ein Reaktor verblieben ist. Die graphische
Darstellung dieser Zahlen ist in Abb. 22 und 23 zu finden.

20 h 26 h 35h 43 h 50 h
JGI918 AN 239+1,5 21,7+08 124+12 84+ 1,2 11,7 £ 16,6
JG1739 AN bpfA (Peyma) 284+24 221489 115+53
JG1738 AN bpfG (C116S) 238+79 295+128 16,1 £52 18,9* +44
JG1475 AN pBAD_ leer 212+42 206+56 159+44 7,6%* 3,7k*
JG1758 AN pBAD_aggA [120£20 92 £14 12,04+ 0,6 58 4+ 0,1 444+ 0,7
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Abb. A9: Einfluss eines leeren Plasmids auf die Biofilmbildung von S. oneidensis unter

anoxischen Bedingungen. Die Biofilme wurden mit Laktat als Elektronendonor und
Fumarat als Elektronenakzeptor in mikrofluidischen Fliefizellen kultiviert. Fehlerbalken
stellen die Standardabweichung von unabhéngigen Replikaten dar (n = 3). S. oneiden-
sis MR-1 AX = JG918 und S. oneidensis MR-1 AX pBAD_ leer = JG1475.
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Tab. AT:

Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA
auf die Biofilmh6he unter anoxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte
mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Die Biofilmhohe
in um ist iiber die Zeit fiir fiinf verschiedene Stdmme angegeben. Mittelwerte und
Standardabweichungen stammen aus unabhéngigen Versuchen (n = 3). Eingefirbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid
an (ungepaarter t-Test: grin = p < 0,01; rot = p < 0,05). Die graphische Darstellung
dieser Zahlen ist in Abb. 25 und 26 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JGI918 A\ 273+9,9 81,1+13,9 141,7+10,4 1750+ 14,5 180,3 + 14,6
JG1739 AN bpfA (Peyma) 10,2+£27 (188 £45 11434243 161,4+19,3 1856 + 27,1
JG1738 AN bpfG (C116S) 17,6 8,6 [ 31,4+10,7 1994+ 16,0 236,9+43,6 314,9+ 78,6
JG1475 AN pBAD_ leer 10,1 £0,5 29,1 +£3,1 1356437 1945+23,6 221,54+ 3,2
JG1758 AX pBAD_aggA [374+£9,7 54,0+ 80 150,3+10,7 210,0 £ 6,7 2274+ 94
Tab. A8: Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA

auf das Biovolumen unter anoxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte
mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Das Biovolumen
in mm?3 cm™ ist iiber die Zeit fiir fiinf verschiedene Stimme angegeben. Mittelwerte
und Standardabweichungen stammen aus unabhiingigen Versuchen (n = 3). Eingeférbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid an
(ungepaarter t-Test: griln = p < 0,01; rot = p < 0,05). Die graphische Darstellung dieser
Zahlen ist in Abb. 25 und 26 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JGII8 A 124409 76+18 115+12 155+14 16,1+ 14
JG1739 AN bpfA (Peyma) 1,0 + 0,2 [NTEEOANNZ2EER2NO5E000 118 + 1,3
JG1738 AN bpfG (C116S) 18 +06 | 34+£04  21,1+120 222+43 226 +47
JG1475 AApPBAD leer  094+00 24403 94401 141+27 172404
JG1758 AXpBAD_ aggA [ISEEENR0NGEE00 M AE 2O R0 20 8010

Tab. A9:

Einfluss von bpfG (C116S) sowie der Uberexpression von bpfA und aggA auf
die Biofilmporositiat unter anoxischen Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte mit
Laktat als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Die Biofilmporositét
in % ist tber die Zeit fiir finf verschiedene Stidmme angegeben. Mittelwerte und
Standardabweichungen stammen aus unabhéngigen Versuchen (n = 3). Eingefdrbte
Zellen zeigen signifikante Unterschiede zum Kontrollstamm mit dem leeren Plasmid
an (ungepaarter t-Test: griln = p < 0,01; rot = p < 0,05). Die graphische Darstellung
dieser Zahlen ist in Abb. 25 und 26 zu finden.

20 h 26 h 35 h 43 h 50 h
JGI18 A 11,1+27 78+81 192+38 11,9+09 10,9+ 04
JG1739 AN bpfA (Peyma) 8,6 04 6,9 + 3,1 [S53EEGRINAT0E27N 243 + 17,3
JG1738 AX bpfG (C116S) 6,6 £0,1 774+20 41,0+00 | 27,5+ 3,0 W2
JG1475 AXPBAD leer  104+23 186+0,3 308410 27,9+48 225+ 14
JG1758 AXPBAD aggA 5,9 + 2.7 26 ST =00 ERE06RGE 10
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