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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Die Nutzung fossiler Rohstoffe entspricht keiner nachhaltigen Wirtschaftsweise, weshalb
vorhandene Ressourcen effizienter genutzt werden miissen und alternative Energiequellen wie
Wasserstoff bendtigt werden. Ein Ansatz bietet die mikrobielle Elektrolysezelle (MEZ),
welche mithilfe von exoelektrogenen Mikroorganismen biologische Abfallstrome in
elektrische Energie umwandelt und damit die Erzeugung von Wasserstoff ermoglicht. Diese
Arbeit behandelt die energetische und stoffliche Nutzung von biobasierten Abfillen wie
Riibensilage und Urin anhand von zwei verschiedenen Prozessausfiihrungen. Es wurde die
Verwendung einer MEZ mit einer definierten Co-Kultur aus Shewanella oneidensis und
Geobacter sulfurreducens in Kombination mit den biologischen Abbauprozessen einer
Biogasanlage fiir eine flexible Biogas- und Wasserstofferzeugung in einem Prozessmodell
untersucht. Weiterhin wurde ein Prozessmodell entwickelt, welches die stoffliche Nutzung
von Wasserstoff und Kohlendioxid durch mikrobielle Organismen zu Plattformchemikalien
zeigt. Zusétzlich wurde untersucht, ob Urin als Substratquelle in einer MEZ mit einer
definierten Co-Kultur verwendet werden kann.

Die Aktivitit der exoelektrogenen Co-Kultur wurde bei verschiedenen Anodenpotentialen
experimentell untersucht. Dadurch war es mdglich, eine Elektrodenregelung bei variierendem
Anodenpotential zu erarbeiten, um den Elektronenfluss in einer MEZ zu kontrollieren. Zur
Beschreibung des anaeroben Abbauprozesses auf Basis von Riibensilage wurde das massen-
basierte ADM1 als Prozessmodell genutzt, mit dem das erzeugte Biogas und die produzierten
organischen Sduren simuliert werden konnten. Durch die Integration der MEZ in den Biogas-
prozess konnte in einem Prozessmodell aufgrund der Elektrodenregelung eine Steuerung der
Biogas- und Wasserstoffproduktion demonstriert werden. Weiterhin wurde in einem auto-
trophen Prozessmodell die Nutzung der produzierten Gase gezeigt, welche in Acetoin sowie
2,3-Butandiol umgewandelt werden konnten. Zuséatzlich wurde das planktonische Wachstum
von S. oneidensis und G. sulfurreducens in sterilem Urin untersucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass ein Wachstum in Urin unter Zugabe eines geeigneten Elektronendonors und Elektronen-
akzeptors moglich ist. Im Anschluss wurde die Verwendung von Urin in zwei MEZ-Designs
untersucht und die Anodengemeinschaft analysiert. In sterilem Urin wurde eine geringere
Stromdichte als im synthetischen Medium gemessen. Dagegen konnte die Stromdichte in
einem Durchflusssystem gesteigert werden. Die Analyse der Anodengemeinschaft zeigte, dass
G. sulfurreducens langfristig als dominante Spezies auftrat und fiir die Ausbildung eines
leitfahigen Biofilms wichtig ist, weshalb eine exoelektrogene Co-Kultur vor dem Einsatz mit

Urin oder eines Abfallstromes in synthetischem Medium angezogen werden sollte.
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Abstract

The use of fossil raw materials does not correspond to a sustainable economy, which is why
existing resources must be utilised more efficiently and alternative energy sources such as
hydrogen are needed. One approach is the microbial electrolysis cell (MEC), which uses
exoelectrogenic microorganisms to convert biological waste streams into electrical energy,
thus enabling the production of hydrogen. This work deals with the energetic and substantial
utilisation of biobased waste such as beet silage and urine using two different process designs.
The use of a MEC with a defined co-culture of Shewanella oneidensis and Geobacter
sulfurreducens in combination with the biological degradation processes of a biogas plant for
flexible biogas and hydrogen production was investigated in a process model. Furthermore, a
process model was developed that shows the substantial utilisation of hydrogen and carbon
dioxide by microbial organisms to produce platform chemicals. In addition, it was
investigated whether urine can be used as a substrate source in a MEC with a defined co-
culture.

The activity of the exoelectrogenic co-culture was investigated experimentally at different
anode potentials. This made it possible to develop an electrode control at varying anode
potentials in order to control the electron flow in a MEC. To describe the anaerobic
degradation process based on beet silage, the mass-based ADM1 was used as a process model
with which the biogas and organic acids produced could be simulated. By integrating the
MEC into the biogas process, it was possible to demonstrate the control of biogas and
hydrogen production in a process model based on electrode control. Furthermore, the
utilisation of the gases produced, which could be converted into acetoin and 2,3-butanediol,
was demonstrated in an autotrophic process model. In addition, the planktonic growth of S.
oneidensis and G. sulfurreducens was analysed in sterile urine. The results showed that
growth in urine is possible with the addition of a suitable electron donor and electron
acceptor. Subsequently, the use of urine in two MEC designs was investigated and the anode
community was analysed. A lower current density was measured in sterile urine than in the
synthetic medium. In contrast, the current density could be increased in a flow-through
system. Analysis of the anode community showed that G. sulfurreducens emerged as the
dominant species in the long term and is important for the formation of a conductive biofilm,
which is why an exoelectrogenic co-culture should be grown with urine or a waste stream in

synthetic medium before use.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Nutzung fossiler Rohstoffe ist langfristig begrenzt und entspricht im heutigen Zeitalter
der Energiewende nicht den Anforderungen einer nachhaltigen Wirtschaftsweise
(Bundesministerium fiir Bildung und Forschung 2022). Hinzu kommt, dass der Einsatz
fossiler Rohstoffe sich negativ auf das globale Klima auswirkt, weshalb alternative
Energiequellen benotigt werden, um Treibhausgasemissionen zu senken (Kadier e al. 2019).
Um den Wandel hin zu einer nachhaltigen und klimaneutralen Wirtschaftsweise zu
ermoglichen, kann die Biodkonomie einen Beitrag leisten. Hier wird auf eine moglichst
effiziente Verwertung von biologischen Ressourcen oder organischer Abfallstoffe in
biobasierten Prozessen als klimaschonende Alternative zu fossilen Rohstoffen gesetzt
(Bundesministerium fiir Bildung und Forschung 2022). Ziel hierbei ist eine Kaskaden- oder
Mehrfachnutzung von Rohstoffen wie Biomasse und eine Verldngerung der Wertschdpfungs-
kette. Eine wichtige Rolle spielt dabei die energetische und stoffliche Nutzung von Rest- und
Abfallstoffen, beispielsweise in Biogasanlagen und Bioraffinerien (Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung 2012). Abwasser oder Abfallstoffe wie beispielsweise Ernteriick-
stinde, Kohlendioxid oder Urin kénnen aus der Landwirtschaft, der industriellen Produktion
oder aus urbanen Rdumen anfallen. In biobasierten Prozessen werden oft Mikroorganismen
als Werkzeuge fiir eine Stoffumwandlung aus Abfallstromen eingesetzt. Eine Kopplung der
Elektrochemie mit Bioprozessen wird als bioelektrochemisches System (BES) bezeichnet und
gilt als eine vielversprechende Technologie, welche sich noch in der Entwicklung befindet
(Schroder et al. 2015). Darunter wird auch die mikrobielle Elektrolysezelle (MEZ)
eingeordnet. Dieses System bietet eine Erzeugung von Wasserstoff aus organischem Material
oder Abfallstromen bei vergleichsweise geringerem Energieaufwand als der Elektrolyse von
Wasser (Kadier et al. 2016). Wasserstoff wird auch als Energietrager der Zukunft bezeichnet,
da bei einer Verbrennung ausschlieBlich Wasserdampf und kein Kohlendioxid entsteht
(Yamin et al. 2000). Im Vergleich zu Methan mit 50 MJ kg™! und Benzin mit 44 MJ kg™ hat
Wasserstoff mit 120 MJ kg™' die hochste Energiedichte als Brennstoff (Kadier et al. 2016).
Allein in Deutschland wurden im Jahr 2020 insgesamt bis zu 55 TWh Wasserstoff in der
stofflichen Anwendung genutzt (Bundesministerium fiir Wirtschaft und Energie 2020). Die
Produktion von Wasserstoff aus dem Jahr 2020 und der prognostizierte Wasserstoffbedarf

nach Industriezweigen in Deutschland sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Darstellung des prognostizierten Wasserstoffbedarfs in Deutschland nach Industrien von 2015-
2050 (links) und des produzierten Wasserstoffs im Jahr 2020 in Deutschland nach verschiedenen
Produktionsprozessen (rechts) (Bundesministerium fiir Wirtschaft und Klimaschutz 2020; Umweltbundesamt
2016). Die Produktion von Wasserstoff aus Erdgas erfolgt aus der Dampfreformierung, die Produktion aus Ol
unterteilt sich in die Petrochemie der Benzinreformierung sowie der Ethylenproduktion und der Oxidation von
Schwerdl.

Griiner Wasserstoff wird hauptsdchlich durch die Elektrolyse von Wasser produziert und
seine Erzeugung bendtigt viel Strom aus erneuerbaren Energiequellen. Zusétzlich kann eine
MEZ eine biobasierte Alternative ermoglichen und zukiinftig den Sektor ,Power to X*
sinnvoll erweitern. Weiterhin kann diese Technologie in bereits bestehenden Bioprozessen
wie der anaeroben Girung in Biogasanlagen angewendet werden und bietet eine zusétzliche
Moglichkeit fiir die energetische Verwertung von Abfillen und der Produktion von
Wasserstoff (Yu et al. 2018). In Biogasanlagen wird aus Biomasse Methan und Kohlendioxid
produziert, wobei Methan ebenfalls als erneuerbarer Energietrager gilt und zur Strom- und
Wirmeerzeugung beitrdgt (Bundesministerium fiir Wirtschaft und Klimaschutz 2023). Um im
Sinne einer Biodkonomie und einer Kaskadennutzung die vorhandenen Ressourcen moglichst
effizient einzusetzen, kann Wasserstoff oder das in Biogasanlagen anfallende Kohlendioxid
weiterhin stofflich genutzt und in Wert— oder Plattformchemikalien tiberfiihrt werden. Dafiir
konnen beispielhaft Stoffwechselprozesse von Mikroorganismen angepasst und das Produkt-
spektrum bei einer Verwertung von Abfallstromen erweitert werden (Du et al. 2011; Hérrer et
al. 2021). Bei diesen komplexen Prozessen gibt es noch ein grofles Potenzial fiir
Verbesserungen. Eine Grundlage fiir die Optimierung der Prozessfiihrung bieten dynamische
Modellierungen der biologischen Prozesse, die eine Abbildung von Messwerten bzw. von
ZustandsgroBen ermdglichen. Derartige Prozessmodelle konnen somit als niitzliche Werk-
zeuge zur Verbesserung oder Bewertung des Systems eingesetzt werden (Schiigerl und

Bellgardt 2000).
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1.1 Produktion von Plattformchemikalien

Plattformchemikalien sind Zwischenprodukte, die aus nachwachsenden Rohstoffen in
biologischen Prozessen hergestellt und in der chemischen Industrie zur Herstellung von
hoherwertigen Produkten genutzt werden kdnnen (Bomtempo et al. 2017). Damit wird im
Sinne einer Bioraffinerie zu einer Produktion ohne Erdol und Erdgas beigetragen (Kamm
2007). Acetoin ist eine Plattformchemikalie, die in der Landwirtschaft, Kosmetik- sowie
Lebensmittelindustrie Anwendung findet und als Ausgangsmaterial fiir die Synthese von 2,3-
Butandiol dient (Cui et al. 2022; Werpy und Petersen 2004). 2,3-Butandiol ist fiir die
Produktion von chemischen Rohstoffen und fliissigen Kraftstoffen wichtig (Syu 2001).
Acetoin wird mikrobiell aus Pyruvat, einem zentralen Stoffwechselzwischenprodukt, unter
Freisetzung von COz produziert. Die Produktion von 2,3-Butandiol erfolgt aus der Reduktion
von Acetoin durch eine enzymatische Katalyse der Butandiol-Dehydrogenase (BudC), die als
eine reversible Gleichgewichtsreaktion ablauft (Ji et al. 2011). Zusétzlich kann 2,3-Butandiol
in drei Stereoisomeren auftreten und gehort zur Gruppe der Alkohole (Ji ef al. 2011). Zu den
natiirlichen Produzenten von 2,3-Butandiol zéhlen unter anderem die Mikroorganismen
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aerogenes und Enterobacter cloacae (Song et al. 2019).
Die biotechnologische Herstellung dieser Produkte kann heterotroph durch die Umsetzung
von Zuckern iliber den Entner-Duodoroff-Weg oder autotroph durch die Fixierung von CO»
tiber den Calvin-Benson-Bassham-Zyklus erfolgen (Alagesan et al. 2018). Um ein moglichst
breites Spektrum an Ausgangsstoffen nutzen zu konnen, sind Knallgasbakterien wie
Cupriavidus necator H16 fiir diese Anwendung von grolem Interesse (Alagesan ef al. 2018).
Dieser Mikroorganismus kann als heterotrophe Kohlenstoffquelle eine Vielzahl an Roh-
stoffen wie organische Siuren, Ole und Fruktose abbauen (Boy et al. 2021). Unter
autotrophen Bedingungen konnen CO: als Kohlenstoffquelle, H> als Energiequelle
(Elektronendonor) und O; als Elektronenakzeptor verwendet werden (Cramm 2009).
Natiirlicherweise produziert C. necator das Biopolymer Polyhydroxybutyrat (PHB). Jedoch
kann aufgrund seiner genetischen Zugénglichkeit das Produktspektrum gentechnisch erweitert
werden, wobei die PHB-Produktion deletiert werden kann (Panich ef al. 2021). Diesem
Ansatz folgend wurde ein unter heterotrophen und autotrophen Bedingungen Acetoin
produzierender Stamm von C. necator entwickelt und weiterfiihrend unter mixotrophen
Bedingungen untersucht (Windhorst und Gescher 2019; Hérrer ef al. 2021). Zusétzlich konnte
eine autotrophe Herstellung von 2,3-Butandiol durch die genetische Anpassung von

C. necator gezeigt werden (Bommareddy et al. 2020).
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1.2 Bioelektrochemische Systeme

Die Verbindung von Biologie und Elektrochemie wird als bioelektrochemisches System
bezeichnet und wurde erstmals im Jahr 1911 im Rahmen einer Stromproduktion durch
mikrobielle Kulturen entdeckt (Potter 1911). Grundlegend besteht dieses System aus einem
Anoden- und Kathodenbereich, in welchem durch Redoxreaktionen die Umwandlung von
chemischer in elektrische Energie realisiert werden kann. In anodischen Systemen wird eine
Anode als Arbeitselektrode und eine Kathode als Gegenelektrode eingesetzt. Exoelektrogene
Mikroorganismen besitzen die Féhigkeit, die Arbeitselektrode zu besiedeln und diese in
anodischen Systemen als externen Elektronenakzeptor zu verwenden (Pant et al. 2010; Kadier
et al. 2014; Rabaey und Verstraete 2005). Dadurch konnen die durch den Stoffwechsel der
Mikroorganismen anfallenden Elektronen auf die Anode iibertragen werden und stehen durch
den Elektronenfluss zur Kathode dort wieder zur Verfligung (Lovley 2006; Rabaey et al.
2009). Fir den Stoffwechsel konnen Mikroorganismen organische oder anorganische
Substrate als Elektronendonatoren verwenden, wie beispielsweise in Abfallstromen enthaltene
Substanzen (Pant ef al. 2010). Der Elektronenfluss kommt aufgrund einer Potentialdifferenz
zwischen Anode und Kathode zustande, wobei Elektronen von einem niedrigen zu einem
hoheren Potential flieBen. Diese Potentialdifferenz kann als Spannung gemessen werden. In
kathodischen Systemen wird eine Kathode als Arbeitselektrode eingesetzt und als Elektronen-
donor fiir Mikroorganismen genutzt (Harnisch und Holtmann 2019).

Somit ermdglichen bioelektrochemische Systeme mithilfe von Mikroorganismen als
Katalysator die Nutzung und den biologischen Abbau von organischen Abfallstromen.
Gleichzeitig werden durch die Oxidationsreaktion in der Anodenkammer neben Elektronen
auch Protonen erzeugt. Um das Ladungsgleichgewicht aufrechtzuerhalten, diffundieren die
Protonen zur Kathode und kénnen dort zu Wasserstoff reduziert werden. Auflerdem besteht
die Moglichkeit, die anodische und kathodische Kammer in bioelektrochemischen Systemen
durch eine Protonenaustauschmembran zu trennen, um eine Diffusion von Sauerstoff in die
anodische Kammer zu verhindern (Kim et al. 2007). Dadurch soll eine Reduktion von
Sauerstoff als Elektronenakzeptor zu Wasser in der Anodenkammer vermieden werden. Der
Einsatz einer Membran kann aber den internen Widerstand erhdhen und zu pH-Gradienten
fiihren, wodurch sich der Energicaufwand des Systems und damit Kosten erhdhen kdnnen
(Harnisch und Schréder 2009; Rozendal et al. 2006). Im Zuge des Klimawandels und des
Potenzials dieser Technologie sind mikrobielle elektrochemische Systeme fiir verschiedene

Anwendungen entwickelt worden (Schroder 2011; Schroder et al. 2015). Darunter sind auch
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die mikrobielle Brennstoffzelle (MBZ) sowie die MEZ zu finden, wie in Abbildung 2
dargestellt.

Mikrobielle Brennstoffzellen ermoéglichen die Bereitstellung elektrischer Energie aus
Abfallstoffen als Energietrdger. Durch eine mikrobielle Stoffumsetzung wird Energie in Form
von Elektronen auf die Anode iibertragen, die iiber einen externen Widerstand flieBen. Auf
der Kathodenseite erfolgt dann meist die Reduktion von Sauerstoff als terminaler Elektronen-

akzeptor, wodurch schlieBlich Strom bei einer sich einstellenden Zellspannung fliet (Klein et

al. 2023).
Spannungs
quelle
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von anodisch betriebenen mikrobiellen elektrochemischen Systemen mit
Aufwuchs von Zellen an der Elektrodenoberfliche. Der Elektronenfluss durch einen externen Widerstand oder
einer angelegten Spannungsquelle fiihrt zur Reduktion von Sauerstoff in der MBZ (a) oder zur Reduktion von
Protonen und Wasserstoffbildung in der MEZ (b) (Klein et al. 2023).

Mikrobielle Elektrolysezellen sind anodische Systeme mit bioelektrochemischen Prozessen
dhnlich der MBZ, bei denen ein zuséitzliches Potential angelegt werden muss. Durch
Elektronen, die von Mikroorganismen auf die Anode iibertragen werden, kann aus Abfall-
stoffen durch die Reaktion von Protonen an der Kathode Wasserstoff als Energietrager
gewonnen werden. In diesem Fall arbeitet das System ohne die Anwesenheit von Sauerstoff.
Die Wasserstoffproduktion korreliert daher direkt mit der Stromproduktion und spiegelt auch
den Substratumsatz wider (Liu et al. 2005; Kadier et al. 2019).

Moderne Verfahren der Elektrolyse von Wasser zur Erzeugung von Wasserstoff laufen meist
unter fiir Mikroorganismen extremen pH- und Temperaturbedingungen ab (Zoulias et al.
2004; Zeng und Zhang 2010). Unter Standardbedingungen wird idealerweise eine Spannung
von 1,23 V bendtigt, um Wasserstoff in einem Elektrolyseur zu erzeugen (Hamann und

Vielstich 2005). Allerdings miissen aufgrund von Leiterwiderstinden meist Uberspannungen
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tiberwunden werden, wodurch ein Potentialaufschlag beziehungsweise eine zusétzliche
Spannung aufgebracht werden muss. Interessanterweise erfordert die Wasserstoffproduktion
in einer MEZ in der Regel weniger Energie (E = 0,2 - 0,8V) im Vergleich zur
konventionellen Elektrolyse von Wasser (E > 2,1 V) (Zhang und Angelidaki 2014). Somit
reduziert sich der Energiebedarf im Vergleich zu einem Elektrolyseur, da die Elektronen
bereits auf einem niedrigen Potential zur Verfligung stehen. Die Effizienz der MEZ kann
durch eine optimale Interaktion des exoelektrogenen Mikroorganismus mit der Anode, die
Ausbildung eines leitfadhigen Biofilms und eine Optimierung von Elektrodenoberflachen oder

der Materialien beeinflusst werden (Klein ez al. 2023).

1.2.1 Exoelektrogene Mikroorganismen

Exoelektrogene Mikroorganismen sind Organismen, die in der Lage sind, Elektronen
auBBerhalb ihrer Zelle zu transferieren und spielen eine entscheidende Rolle in bioelektro-
chemischen Prozessen, wie zum Beispiel der MEZ (Koch und Harnisch 2016; Logan et al.
2019). Darunter haben sich Shewanella oneidensis und Geobacter sulfurreducens als
Modellorganismen des externen Elektronentransfers etabliert (Speers und Reguera 2012;
Ikeda et al. 2021). In der Natur ermdglicht diese Fahigkeit die Nutzung vorhandener
unloslicher Mineralien wie Eisen als Elektronenakzeptoren (Harnisch und Holtmann 2019).
Auf diese Weise konnen exoelektrogene Organismen in 6kologischen Nischen existieren, in
denen Sauerstoff als Elektronenakzeptor nur begrenzt oder gar nicht vorhanden ist.

S. oneidensis MR-1 ist ein Gram-negatives, fakultativ anaerobes y-Proteobakterium in Form
eines Stdbchens mit einer optimalen Wachstumstemperatur von 30°C (Venkateswaran et al.
1999). Der Organismus wurde aus den Sedimenten des Oneida-Sees im US-Bundesstaat New
York isoliert (Myers und Nealson 1988). Es ist dazu in der Lage, verschiedene 16sliche oder
unlosliche Elektronenakzeptoren wie Fumarat, Schwefel, Nitrat oder Mineralien wie Eisen-
und Manganoxid zu reduzieren (Hau und Gralnick 2007; Saffarini 2015; Saffarini et al.
2015). Unter oxischen Bedingungen kann der Organismus verschiedene Elektronendonatoren
wie Laktat, Glukose und Formiat zu CO; oxidieren. Hingegen wird unter anoxischen
Bedingungen Laktat bevorzugt und zu Acetat umgesetzt (Scott und Nealson 1994).

G. sulfurreducens PCA ist ein Gram-negatives d-Proteobakterium in Form eines Stdbchens
und einem Wachstumsoptimum zwischen 30-35°C (Caccavo et al. 1994). Der Organismus
wurde aus dem Sediment eines mit Kohlenwasserstoffen kontaminierten Grabens in
Oklahoma isoliert und mit der Reduktion von Metallionen in Verbindung gebracht (Caccavo

et al. 1994). G. sulfurreducens gilt als obligat anaerob, wobei jedoch eine gewisse Toleranz
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gegeniiber der Anwesenheit von Sauerstoff nachgewiesen wurde (Lin et al. 2004). Als
Elektronenakzeptoren kdnnen ebenfalls unlosliche Mineralien wie Eisen oder 16sliche Stoffe
wie Fumarat genutzt werden (Lovley et al. 2011). Dahingegen konnen Acetat oder sogar
Wasserstoff als Elektronendonor dienen (Lovley et al. 2011).

Sowohl Shewanella als auch Geobacter-Spezies sind in der Lage, Biofilme zu entwickeln und
somit die Elektrodenoberfliche in einem BES zu besiedeln. Es konnten von G. sulfurreducens
eine Biofilmdicke von ca. 120-160 um und von S. oneidensis eine Hohe von 40 um gezeigt
werden (Leang ef al. 2013; Engel et al. 2019). Zusammen in einer Co-Kultur wurde iiber eine
Biofilmdicke von 93 um berichtet, was geringer als in einer Monokultur mit
G. sulfurreducens ist (Engel et al. 2019; Klein et al. 2024). Obwohl G. sulfurreducens die
Stromproduktion im Vergleich zu S. oneidensis {ibertrifft, macht die genetische
Zuginglichkeit von S. oneidensis diesen Organismus ebenfalls fiir die Anwendung im BES
interessant (Hana Yi et al. 2009; Bursac et al. 2017). Dies bietet zusdtzlich zu seiner
Sauerstofftoleranz den Vorteil, gentechnische Optimierungen des Organismus vornehmen zu
konnen. Aus diesen Griinden koénnen Anodengemeinschaften der beiden Organismen zu
positiven Wechselwirkungen und einer effizienteren Umwandlung von organischen
Substraten in elektrischen Strom fiihren (Prokhorova et al. 2017). In Abbildung 3 sind

mogliche Vorteile einer gemeinsamen Nutzung beider Organismen aufgezihlt.

Shewanella oneidensis Geobacter sulfurreducens

; @ diinner Biofilm

;
| @& fakultativ anaerob
>

~ | & produziert Acetat

Abbildung 3: Ubersicht und potenzieller Ausgleich der Vor- und Nachteile der beiden Modellorganismen
S. oneidensis und G. sulfurreducens in einer Co-Kultivierung. Erstellt mit BioRender.com.

So konnen dickere sowie leitfdhigere Biofilme als in der Reinkultur mit S. oneidensis
entstehen. Des Weiteren kann S. oneidensis vorkommenden Sauerstoff fiir anoxische
Wachstumsbedingungen verbrauchen und Acetat als Substrat fiir G. sulfurreducens

produzieren (Klein et al. 2024).
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1.2.2 Elektronentransport Mechanismen

Die Ubertragung von Elektronen zu oder von einer Elektrode bildet die Grundlage eines BES.
Der Elektronentransport zwischen Elektrode und Mikroorganismen wird iiber die Kontaktart
zur Elektrode definiert. Dazu gehdren die direkte sowie Mediator-basierte Elektronen-
iibertragung. Mediatoren oder Shuttle-Molekiile wie Flavine sind redoxaktive Molekiile und
konnen den indirekten Austausch von Elektronen zwischen Mikroorganismus und Elektrode
bewirken (Lovley 2012). Hierbei konnen die Mikroorganismen entweder in Form eines
Biofilms auf der Elektrode adhérieren oder als planktonische Zellen vorliegen. Der direkte
Elektronentransfer wird zusitzlich in Kurzstreckentransport und Langstreckentransport
unterschieden. Fiir den Kurzstreckentransport werden redoxaktive Membranproteine wie
Cytochrome vom Typ c¢ auf der Oberfliche der Zelle genutzt (Lovley 2012). Beim
Langstreckentransport werden Elektronen durch leitfdhige Biofilme oder leitfdhige
Zellanhéngsel wie Pili tibertragen (Lovley 2012). Fiir einen direkten Elektronentransfer {iber
eine sehr kurze Strecke muss der Organismus direkt an der Elektrodenoberfliche haften.
Dadurch koénnen nur eine begrenzte Anzahl von Zellen die Fliche der Elektrode nutzen, was
die Stromproduktion limitiert (Lovley 2012). Durch eine Langstreckeniibertragung und der
Ausbildung eines leitfdhigen Biofilms konnen hohere Stromdichten erzielt werden (Reguera
et al. 2006).

S. oneidensis und G. sulfurreducens besitzen eine dhnliche Struktur der Elektronentransport-
kette. Beide Organismen haben eine Elektronenleitung aus Cytochromen auf ihrer Zell-
membran entwickelt, weshalb angelegte Anodenpotentiale nah an den Standardpotentialen
des Membranredoxsystems sein sollten (Harnisch und Holtmann 2019). Dennoch sind die
Stromproduktionsraten von G. sulfurreducens deutlich héher im Vergleich zu S. oneidensis
(Dolch et al. 2014; Klein et al. 2024). Es wurde gezeigt, dass G. sulfurreducens leitfdhige Pili
produziert und dickere sowie leitfahige Biofilme bilden kann (Reguera et al. 2005).
S. oneidensis transportiert Elektronen im direkten Kontakt durch Membranproteine {iber kurze
Strecken. Zusitzlich kann der Organismus Elektronentransportmolekiile wie Flavine
produzieren und als Mediator zum Elektronentransfer {iber lingere Strecken nutzen (Beblawy

et al. 2018; Edel et al. 2021; Kotloski und Gralnick 2013).

1.3  Biofilme im bioelektrochemischen System
Unter Biofilmen werden Ansammlungen oder Aggregate von Mikroorganismen in einer
selbstproduzierten Matrix aus extrazelluldiren polymeren Substanzen (EPS) verstanden

(Flemming et al. 2016; Weiler et al. 2024). Dazu heften sich die Mikroorganismen an eine
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Oberfldache und existieren in einer engen Lebensgemeinschaft (Flemming et al. 2016). Die
hierbei gebildete EPS-Schicht besteht hauptséchlich aus Polysacchariden, Proteinen, Lipiden
und extrazelluldarer DNA (Fritsche 2016). Zusitzlich bietet ein Biofilm einen natiirlichen
Schutz gegeniiber dulleren Einfliissen wie Antibiotika oder Schwankungen des pH-Wertes
(Weiler et al. 2024). Die Bildung eines Biofilms beginnt mit der reversiblen Anheftung von
planktonischen Zellen an eine geeignete Oberfliche. Anschlieend bilden die Ansammlungen
von Mikroorganismen eine EPS-Schicht aus und werden darin umschlossen. Mit der Reifung
der Schicht sind die Mikroorganismen irreversibel an die Oberfliche gebunden, wobei sich
Teile des Biofilms ablosen und einzelne Zellen wieder freigesetzt werden kdnnen (Sauer et al.
2022). Biofilme konnen auch aus Mischpopulationen verschiedener Mikroorganismen
bestehen, wodurch diese aus synergetischen Effekten potenziell profitieren kénnen (Leonov et
al. 2021). Die Kommunikation innerhalb des Biofilms zwischen den Mikroorganismen basiert
auf Signalmolekiilen und wird als Quorum sensing bezeichnet (Muffler und Ulber 2014).

Damit bieten Biofilme die Moglichkeit, eine hohe Zellzahl auf natiirliche Weise zu
immobilisieren und in biotechnologischen Prozessen anzuwenden (Edel et al. 2019).
Zusitzlich eignen sich Biofilme besonders fiir Langzeitproduktionen in beispielsweise
Durchflusssystemen, wobei die Biofilmdicke durch die Scherkraft der Flussrate beeinflusst
werden kann (Edel ef al. 2019). Dennoch kann es durch die Aktivitidten der Zellen und durch
die Dicke der Biofilme zu Diffusionslimitierungen der Néhrstoffversorgung in den unteren
Schichten kommen (Renslow ef al. 2010). In BES ist die Fihigkeit der Anheftung an eine
Elektrodenoberfliche durch die Mikroorganismen ein wesentlicher Bestandteil der
notwendigen Interaktion fiir eine direkte Elektroneniibertragung (Bause et al. 2018; Weiler et

al. 2024).

1.4  Urin im bioelektrochemischen System

Menschlicher Urin ist eine bernsteinfarbene, durchsichtige Fliissigkeit, die von den Nieren
produziert wird (Santoro et al. 2020). Die Nieren filtern das Blut, indem sie iiberschiissiges
Wasser und 16sliche Abfallstoffe entfernen (Santoro et al. 2020). Durchschnittlich produziert
ein erwachsener Mensch ca. 1,5 L Urin pro Tag, der von gesunden Menschen als steril gilt,
obwohl Mikroorganismen im Urin nachgewiesen werden konnten (Lahr ef al. 2016; Nazari et
al. 2020).

Grundsitzlich besteht Urin hauptsdchlich aus Wasser und nur zu 4-7% aus organischen und
anorganischen Substanzen mit den Hauptelementen von 6,87 g L' Kohlenstoff, 8,12 g L™!

Stickstoff, 8,25 gL' Sauerstoff und 1,51 g L' Wasserstoff (Santoro et al. 2020). Die
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Zusammensetzung von Urin wird in Abbildung 4 gezeigt. Im frischen Urin sind etwa 85 %
des Stickstoffs als Harnstoff gebunden und 95-100 % des Phosphors liegen als geldstes
Phosphat vor (Udert et al. 2006). Die Konzentration an organischen Stoffen betrdgt rund
10 g CSB L', wobei 85 % im Urin leicht biologisch abbaubar sind (Udert et al. 2006). Die
Zusammensetzung von Urin kann von Mensch zu Mensch variieren und ist abhéngig von

dessen Alter und Erndhrung (Nazari et al. 2020).

G 93 -96 % Wasser

Harnstoff ---# Ammoniak + Hydrogencarbonat
Chlor
Kalium
Sulfat
Phosphat
— 4 -7% = Magnesium
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Creatinin
Ammoniak
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Abbildung 4: Zusammensetzung von menschlichem Urin als potentieller Abfallstrom zur Energieriickgewinnung
in Form von Strom oder zur energetischen Nutzung und Produktion von Wasserstoff in BES (Santoro et al.
2020). Erstellt mit BioRender.com.

Im Sinne einer Bio6konomie wird Urin als wertvoller Abfallstoff betrachtet, dass aufgrund
des enthaltenen Kohlenstoffs zur Energieriickgewinnung oder aufgrund des enthaltenen
Stickstoffs und Phosphats als Diingemittel genutzt werden kann (Rose et al. 2015). Es wurde
berichtet, dass menschlicher Urin fiir 10 % des chemischen Sauerstoffbedarfs, 75 % des
Stickstoffs und 50 % des Phosphors in kommunalem Abwasser verantwortlich ist (Santoro et
al. 2020). Fiir eine Trennung des Urins und folgliche Entlastung von Kldranlagen miisste die
Abwasserinfrastruktur umgebaut werden, weshalb eine separate Nutzung und Aufbereitung
von Urin derzeit schwierig ist (Randall und Naidoo 2018). Auflerdem unterliegt Urin wéhrend
der Lagerung mehreren spontanen Prozessen, wie der Hydrolyse von Harnstoff, der
Ausfillung von Struvit (Ammoniummagnesiumphosphat) und der Verfliichtigung von
Ammoniak (Ledezma et al. 2015; Santoro et al. 2020). Beim Ausscheiden hat Urin einen pH-
Wert zwischen 5,5-7, der sich durch eine enzymatische Umwandlung und Hydrolyse von
Harnstoff zu Ammoniak wihrend der Lagerung in den alkalischen Bereich auf §,5-9,5
verschieben kann (Santoro et al. 2020). Eine Erhohung des pH-Wertes begiinstigt zugleich die

Ausféllung von Struvit in Urin und die Verfliichtigung von Ammoniak (Santoro et al. 2020).
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Mit der Ausféillung von Struvit konnen Phosphat und bis zu 10% des Stickstoffs in Urin
zuriickgewonnen werden (Patel et al. 2020).

In Folge der natiirlichen Hydrolyse des Harnstoffs in Ammonium kann die elektrische
Leitfihigkeit von Urin zwischen 21-65mS cm™' betragen, weshalb sich Urin als guter
Elektrolyt in BES eignet (Santoro et al. 2020). Aufgrund dieser Beobachtungen entstand
urspriinglich die Idee, Urin als Abfallstrom in einer MBZ zu behandeln und dabei Strom zu
erzeugen (Ieropoulos et al. 2012). Im Gegensatz zur MBZ kann bei Verwendung einer MEZ
durch die Behandlung von Urin Wasserstoff produziert und energetisch genutzt werden (Patel
et al. 2020). Typischerweise sind die Stromdichten in einer MEZ aufgrund der angelegten
externen Spannung hoéher als in einer MBZ. Daher wurden in verschiedenen MEZ-
Ausfithrungen die Wasserstoffproduktion oder die Reduzierung des chemischen Sauerstoff-
bedarfs unter Verwendung von Urin untersucht (Kuntke et al. 2014; Barbosa ef al. 2019; Patel
et al. 2020).

1.5 Anaerober Abbauprozess

Die Bereitstellung von Energie aus Biomasse als erneuerbarer Energietrager beinhaltet neben
menschlichen Abfillen wie Urin die energetische Nutzung von Pflanzen, organischen
Nebenprodukten sowie aus Abfillen der Landwirtschaft (Kaltschmitt et al. 2016). Damit
bietet die Verwendung von anaeroben Vergédrungs- bzw. Biogasanlagen ein hohes Potenzial
fir eine nachhaltige Energiebereitstellung zur Strom- und Wirmeerzeugung aus
beispielsweise Biomethan (Bundesministerium fiir Wirtschaft und Energie 2019). Durch den
anaeroben Vergdrungsprozess entsteht Biogas aus landwirtschaftlichen Abféllen, welches zu
25-45 % aus Kohlendioxid und zu 45-75 % aus Methan besteht (Fachagentur Nachwachsende
Rohstoffe e.V. 2013). Allerdings muss das Biogas aufgrund von unerwiinschten Bestandteilen
wie Wasserdampf, Schwefelwasserstoff, Ammoniak oder Spurengasen fiir eine Nutzung im
Erdgasnetz aufbereitet werden (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. 2013;
Kaltschmitt et al. 2016).

Im anaeroben Abbauprozess produzieren Bakterien und Archaeen aus organischer Biomasse
vorwiegend Methan (Gerardi 2003). Dieser komplexe Prozess kann grundlegend in vier
Teilschritte die Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und Methanogenese aufgeteilt werden
und ist in Abbildung 5 dargestellt (Kaltschmitt et al. 2016).

Im ersten Schritt der Hydrolyse werden die komplexen Verbindungen des organischen

Materials, darunter Kohlenhydrate, Fette und Eiweille, in einfachere Verbindungen gespalten.
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Die Spaltung bzw. Hydrolyse wird durch gebildete Enzyme der beteiligten Mikroorganismen
katalysiert. Dadurch entstehen Aminosiuren, Zucker und Fettsduren (Sahm 1981).

Im zweiten Schritt der Acidogenese werden die gebildeten Zwischenprodukte durch
fermentative Bakterien in organische Sduren (Propion- und Butterséure), Wasserstoff, Ethanol
sowie Kohlendioxid abgebaut. Diese Stufe kann von der Konzentration des geldsten
Wasserstoffs und der Temperatur stark beeinflusst werden. So entstehen bei hohem

Wasserstoffpartialdruck mehr Propion- und Buttersdure, aber dafiir weniger Essigsdure

(Acetat) (Sahm 1981).

Methan | Kohlenstoffdioxid

. Methanogenese
rd
Y Essigsdure
homoacetogenese
Yy A Acctogenese
: > o
iz
2
z organische Sduren | Alkohole
= anaerobe .
il A «  Acidogenese
\~~~ / O
\‘\“
T Zucker | Aminosauren | Fettsduren
Hydrolyse
n — o
Kohlenhydrate | Proteine | Fette
L T T PTTTTUULLYT et

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Abbaus organischer Substanz bei der Biogasgewinnung durch die
anaerobe Vergdrung (Weinrich 2017). Erstellt mit BioRender.com.

Im dritten Schritt der Acetogenese werden die vorherigen Produkte durch syntrophe Bakterien
zu iiberwiegend Essigsdure, Wasserstoff und Kohlendioxid umgesetzt. Auch in diesem Schritt
beeinflusst ein zu hoher geldster Wasserstoffgehalt den Stoffwechsel der Mikroorganismen
und verhindert die Umsetzung der Zwischenprodukte zu Essigsdure (Sahm 1981). Folglich
reichern sich organische Sduren wie Propion-, Butter- und Valeriansdure an und inhibieren
daraufthin die Methanbildung. Aus diesem Grund miissen die acetogenen Bakterien in einer
engen Lebensgemeinschaft mit methanogenen Archaeen stehen, die Wasserstoff zusammen
mit Kohlendioxid zu Methan umsetzen (Sahm 1981). Somit kann in der hydrogenotrophen

Methanbildung direkt der Wasserstoff aus der syntrophen Oxidation der Sduren abgebaut
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werden. Zusitzlich kann in der Homoacetogenese der geloste Wasserstoff zusammen mit
Kohlendioxid in Essigsdure umgesetzt werden. Insgesamt ist dieser Vorgang jedoch nur als
schwache Reaktion im Prozess beteiligt (Cord-Ruwisch et al. 1988).

Im vierten Schritt der Methanogenese werden von strikt anaeroben Archaeen die
Zwischenprodukte Essigsdure, Wasserstoff und Kohlendioxid zu Methan umgewandelt. Die
hydrogenotrophen Methanbildner produzieren Methan aus Wasserstoff und Kohlendioxid,
wiéhrend acetoklastische Methanbildner durch die Spaltung von Essigsdure Methan
synthetisieren. In der Regel wird {iber die acetoklastische Methanogenese wie bei der Klar-
schlammvergirung mehr Methan im Vergleich zum hydrogenotrophen Prozess gebildet. Bei
diesem Vorgang wird Methan zu 70 % aus der Verwertung von Essigsdure und nur zu 30 %
aus der Wasserstoffverwertung gebildet (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. 2016).
Allerdings zeigte sich, dass im Betrieb der landwirtschaftlichen Biogasanlagen bei kurzen
Verweilzeiten und hohen Raumbelastungen die hydrogenotrophe Methanbildung und
syntrophe Acetat-Oxidation begiinstigt werden (Nettmann et al. 2009). Aufgrund ihrer
geringen Wachstumsgeschwindigkeit reagieren besonders die methanogenen Mikro-
organismen empfindlich auf Stérungen, weshalb die Betriebsbedingungen in optimalen
Bereichen gehalten werden miissen. Mitunter ist die Temperatur eine wichtige Einflussgrof3e
fir das Wachstum, denn grundsétzlich existieren fiir die beteiligten Mikroorganismen
verschiedene Optima (Kaltschmitt e al. 2016). SchlieBlich kénnen starke Schwankungen zu
einer Hemmung der Methanbildung sowie einer Anreicherung von Séuren fithren (Chae ef al.
2008). Daher ist es wichtig, ein konstantes Temperaturniveau zu halten und damit einen
stabilen Abbauprozess zu gewihrleisten. Ahnliche Zusammenhiinge gelten fiir den pH-Wert.
Obwohl sdurebildende Bakterien saure Umgebungsbedingungen bevorzugen, sind sie doch in
der Lage, auch bei héheren pH-Werten noch Substrate umzusetzen (Kaltschmitt ef al. 2016).
Dagegen sind die empfindlichen Methanbildner zwingend auf einen neutralen pH-Bereich
angewiesen (Kaltschmitt et al. 2016). Um eine Hemmung zu vermeiden, wird der Prozess
meist in einem optimalen pH-Bereich von 7-7,5 betrieben (Kaltschmitt ef al. 2016).
Schwankende Substratqualititen konnen einen Anlagenbetrieb und die Effizienz des
Prozesses beeinflussen, weshalb Verfahren zur Prozesscharakterisierung, Uberwachung und
Regelung notwendig sind (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. 2016). Hierbei bietet
die Modellierung von Biogasanlagen eine Grundlage der Prozessregelung und Zustands-

iiberwachung (Weinrich 2017).
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1.6  Integration eines bioelektrochemischen Systems in den anaeroben Abbau
Im anaeroben Abbauprozess kann es durch unterschiedliche Eigenschaften der eingesetzten
Abfille hiufig zu Instabilititen, einer Anhdufung von organischen Sduren und somit zu einer
Senkung des pH-Wertes, zu niedrigen Produktionsraten und einer Hemmung der Methan-
produktion kommen (Yu et al. 2018). Der Einsatz eines BES wie einer MEZ kann dem
entgegenwirken.

In einer experimentellen Durchfiihrung konnte gezeigt werden, dass durch den Betrieb einer
MEZ im Biogasprozess erhohte Konzentrationen von Propionat, Butyrat und Acetat abgebaut
werden konnen und damit die Prozessstabilitit unterstiitzt wird, da ein zusatzlicher
Elektronenakzeptor zur Verfiigung steht (Cerrillo et al. 2016). Des Weiteren konnte nicht nur
der Abbau der Substrate beschleunigt, sondern auch die Methanproduktion gefordert werden,
da an der Kathode zusitzlicher Wasserstoff bereitgestellt wird (Cerrillo et al. 2018).
AuBerdem wurden Studien zum Einfluss von unterschiedlich angelegten Spannungen auf die
Methanbildung durchgefiihrt (Yu ef al. 2018). Durch den Einsatz einer MEZ zeigte sich, dass
das Wachstum von exoelektrogenen Bakterien wie G. sulfurreducens gefordert wird und sich
als dominierende Spezies an der Anode durchsetzt (Yu et al. 2018).

Somit kann eine MEZ in der Kombination beider Prozesse zu einem erhohten Abbau der
Substrate bzw. der organischen Sduren und einem stabileren pH- und Prozessbereich
beitragen (Yu et al. 2018). Dadurch wird nicht nur der benétigte chemische Sauerstoffbedarf
zur Oxidation der Substanzen reduziert, sondern auch Wasserstoff produziert und eine
Hemmung der Methanbildner verhindert (Rabaey et al. 2009).

Alternativ bietet der Einsatz einer MBZ im anaeroben Abbauprozess sehr dhnliche Vorteile
(Rabaey et al. 2009). Es wurde bereits ein komplexer mathematischer Ansatz und eine
Simulation der Verkniipfung von einer MBZ mit dem anaeroben Abbauprozess vorgestellt
(Picioreanu et al. 2007). In diesem Modell wurde ein anodischer Biofilm mit Mediator
basierendem Elektronentransfer im Zusammenhang mit dem Anaerobic Digestion Model
No1l (ADM1) simuliert, um den Abbau von Substraten, Wachstum des Biofilms und

Stromdichten sowie die Methanproduktion abzubilden (Picioreanu ef al. 2007).

1.7  Modellbildung von Bioprozessen

Ein mathematisches Modell wird als Abbild eines realen Systems definiert, welches das
Verhalten des realen Vorbilds korrekt simuliert und auch als ,,digitaler Zwilling* bezeichnet
werden kann (Schiigerl und Bellgardt 2000; Herwig er al. 2021). Der Begriff ,,digitaler

Zwilling* hat in verschiedenen Bereichen der Industrie unterschiedliche Bedeutungen und
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umfasst in der Bioprozessindustrie ein Werkzeug zur virtuellen Reprisentation physischer
Systeme, welche den gesamten Lebenszyklus des Bioprozesses abbildet (Herwig et al. 2021).
Das Verhalten des originalen Systems soll hierbei durch mathematische Gleichungen
beschrieben werden, die im Wesentlichen auf physikalischen und chemischen Gesetz-
méiBigkeiten sowie dem Wissen iiber die inneren Strukturen und Eigenschaften des realen
Systems basieren (Schiigerl und Bellgardt 2000).

Allgemein kann in drei verschiedenen Modellierungsmdglichkeiten, dem White-Box-, dem
Black-Box- und dem Grey-Box-Modell unterschieden werden (Isermann und Miinchhof
2010). Das White-Box-Modell setzt ein vollstindiges theoretisches Wissen iiber die
Funktionsweise und Struktur des realen Systems voraus, welches in mathematische
Gleichungen umgesetzt wird (Haranen et al. 2016). Black-Box-Modelle stiitzen sich auf
experimentelle Messungen und beschreiben Ein- und Ausgangswerte, aber geben keinen
Einblick in das System (Haranen et al. 2016). Das Grey-Box-Modell ist eine Kombination der
theoretischen Struktur und experimenteller Daten (Haranen et al. 2016). Die Modellbildung
von Bioprozessen besteht meist aus einer Kombination von theoretischen Studien und
praktischen Experimenten (Schiigerl und Bellgardt 2000). Da diese Modelle zu einem
wissenschaftlichen Verstindnis der Prozessvariablen und ihrer Auswirkung auf das
Endprodukt beitragen, konnen mathematische Prozessmodelle zur Planung, Steuerung und
Optimierung von Bioprozessen eingesetzt werden (Herwig et al. 2021). Weiterhin wird in
biologischen Systemen zwischen kinetischen Modellen und Prozessmodellen unterschieden,
wobei das kinetische Modell zur Beschreibung biokatalytischer Reaktionen in ein
Prozessmodell zur Beschreibung eines Reaktionssystems einflieBt. Der Schwerpunkt in
biologischen Systemen liegt auf dem Verhalten der Zellen und der Produktbildung, welche
auf Grundlage mathematischer Verkniipfungen berechnet werden konnen (Schiigerl und
Bellgardt 2000).

Kinetische Modelle werden verwendet, um beispielsweise das Zellwachstum, den
Stoffwechsel und eine entsprechende Produktbildung zu beschreiben, welche aus Prozess-
beobachtungen, experimentellen Messdaten oder vorhandenem Wissen erfasst werden konnen
(Hass und Portner 2009; Herwig et al. 2021). Die Komplexitit des mikrobiellen
Stoffwechsels erschwert jedoch meist eine umfassende Modellierung der Stoffwechsel-
aktivititen (Hass und Portner 2009). Aus diesem Grund enthalten mathematische Modelle fiir
das Zellwachstum oft vordefinierte Annahmen und Vereinfachungen, welche grundsitzlich in
unstrukturierte, strukturierte, unsegregierte und segregierte Modelle unterschieden werden

konnen (Hass und Portner 2009). In diesem Zusammenhang bedeutet unsegregiert, dass eine
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Zellpopulation als eine durchschnittliche Zelle reprisentiert wird. Heterogenititen der Zell-
population und der Status individueller Zellen wird dagegen in segregierten Modellen
betrachtet. Der Begriff unstrukturiert bedeutet, dass intrazellulire Vorgidnge auller Acht
gelassen und nur Anderungen in der Umgebung der Zelle betrachtet werden (Hass und
Portner 2009). Die meisten Wachstumsmodelle sind im Ansatz unstrukturiert und
unsegregiert und werden zur Beschreibung der zellspezifischen Wachstums-,
Substratverbrauchs- und Produktbildungsrate angewendet (Chmiel et al. 2018).

Hierbei wird in der Modellbildung oft das Konzept des limitierenden Substrats genutzt, das
eine Abhingigkeit der zellspezifischen Reaktionsgeschwindigkeiten von der Substrat-
konzentration bedeutet, wobei Prozessvariablen wie pH-Wert oder Temperatur vernachlissigt
werden (Chmiel er al. 2018). Fiir eine Beschreibung des Zusammenhangs zwischen der
Wachstumsrate und der Substratkonzentration wird hiufig die Monod-Kinetik verwendet
(GL.1) (Sahm et al. 2013). Es existieren auch alternative Modellansitze, die diesen formellen

Zusammenhang beschreiben (Hass und Portner 2009; Ahring 2003).

Cs

m Gl.1

U= Umax

Die maximal erreichbare Wachstumsrate wird als fi,,q, (h™') und die Substratkonzentration als
cs (g L) dargestellt. Zusitzlich gibt Kg (g L) die Halbsittigungskonstante an, welche eine
Substratkonzentration bei halb maximaler Wachstumsrate repriasentiert (Sahm et al. 2013).
Eine Formulierung von Ausbeutekoeffizienten Yp; ermoglichen beispielsweise eine
mathematische Verkniipfung des Verbrauchs eines Substrats mit der Bildung von Biomasse
oder einer Produktbildung (Gl.2) (Hass und Portner 2009). Dadurch kénnen Umsatzraten in
einem biologischen System beschrieben werden, ohne den exakten Zellmetabolismus zu

kennen (Hass und Portner 2009).

AF

— Gl.2
AG

Ype =

Hierbei wird AF fiir eine produzierte Menge wie der Biomasse oder des Produkts und AG fiir
eine verbrauchte Menge an Substrat oder einer produzierten Menge an Biomasse dargestellt
(Hass und Poértner 2009). Das verbrauchte Substrat kann prinzipiell von der Zelle fiir
Wachstum, die Produktbildung und den Erhaltungsstoffwechsel genutzt werden (Chmiel et al.

2018). Die Substrataufnahmerate der Zellen wird durch eine zellspezifische Substrat-
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aufnahmerate g, dargestellt, welche mit der Wachstumsrate der Zellen ¢ und eines Ausbeute-
koeffizienten Yy der gebildeten Biomasse pro umgesetzten Substrat verkniipft wird (Gl.3)
(Hass und Portner 2009). Fiir den Erhaltungsterm mg wird das Substrat zur Aufrechterhaltung
von Stoffwechselfunktionen verbraucht, jedoch nicht fiir ein Wachstum der Zellen (Chmiel et

al. 2018).

U
s = — +mg Gl.3
Yys

Zusitzlich wird haufig die mikrobielle Produktbildung mit der Wachstumsrate der Zellen oder
dem Verbrauch eines wachstumslimitierenden Substrats in eine Abhédngigkeit gebracht
(Chmiel et al. 2018). In Analogie zur Substrataufnahmerate kann eine zellspezifische
Produktbildungsrate qp formuliert werden, welche mit der Wachstumsrate und eines
Ausbeutekoeffizienten Ypy des gebildeten Produkts pro gebildeter Biomasse verkniipft wird
(Gl.4) (Hass und Portner 2009). Eine Produktbildung aus dem Erhaltungsstoffwechsel kann
durch mp ausgedriickt werden, welche Wachstumsunabhéngig ist (Hass und Portner 2009;

Chmiel et al. 2018).
dp =H'pr+mp G14

Allerdings ist ein Verstindnis der Prozesse eine Voraussetzung, um die Produktbildungs-
kinetiken auf metabolischer Ebene abzubilden, da diese meist individuell fiir unterschiedliche
Produktionsstimme gebildet werden miissen (Chmiel et al. 2018).

Ein Prozessmodell wird aus Massen- und Stoffbilanzen aufgebaut. Hierfiir werden die
jeweiligen Massen oder Molmengen einer Spezies in einem Bilanzraum aufgestellt und
erfassen idealerweise alle zu- und abflieBenden Stoffstrome sowie Reaktionen im System
(Abbildung 6) (Chmiel et al. 2018). Damit wird der Bereich definiert, dessen zeitliche
Anderung der Massen oder Molmenge beschrieben werden soll. Die Umwandlung einer
Komponente des Systems wird durch eine Reaktionsrate beschrieben und kann mit
biologischen Katalysatoren wie einer ganzen Zelle unter Verwendung geeigneter
mathematischer Reaktionskinetiken erfolgen (Chmiel et al. 2018). Auf diese Weise werden
kinetische Modelle in ein Prozessmodell integriert. Haufig wird in Prozessmodellen eines
Bioreaktors von einem einphasigen, ideal homogen durchmischten Reaktionsvolumen
ausgegangen, sodass Konzentrationsgradienten der Reaktionskomponenten nicht

beriicksichtigt werden (Chmiel et al. 2018).
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Abbildung 6: Allgemeine Betrachtung der Massenbilanz einer Spezies i in einem definierten Bilanzraum (nach
Chmiel ef al. 2018). Als zeitliche Verdnderung einer Spezies werden die zu- und abflieBenden Stoffstrome sowie
die Reaktionsraten eines Biokatalysators betrachtet. Erstellt mit Biorender.com.

Fiir die Durchfiihrung eines Bioprozesses ist die Wahl der Prozessfiihrung ein wesentlicher
Aspekt. Es wird zwischen diskontinuierlichen und kontinuierlichen Betriebsweisen
unterschieden (Hass und Portner 2009). Zu den diskontinuierlichen Prozessfithrungen gehoren
der Batch- und Fed-Batch-Betrieb. Im Batch-Betrieb wird das Substrat zu Beginn zugegeben,
nach der Inokulation verbraucht und die Produkte nach Beendigung des Versuchs entfernt.
Wiahrend des Betriebs werden keine Fliissigkeiten hinzu- oder abgefiihrt, weshalb das
Volumen als konstant betrachtet werden kann. Lediglich die Begasung zur Sauerstoff-
versorgung in oxischen Prozessen wird betrieben (Doran 2013). Der Fed-Batch-Betrieb
verlauft dhnlich zum Batch-Prozess mit dem Unterschied, dass Substrate wihrend der
Kultivierung in den Reaktor gegeben werden. Fiir die Zufiitterung von frischem Substrat oder
Medium konnen verschiedene Strategien verwendet werden (Hass und Portner 2009).
Hierdurch konnen Wachstumslimitierungen durch zu hohe Substratkonzentrationen
umgangen werden. Jedoch erhoht sich damit auch das Reaktionsvolumen im Reaktor,
weshalb der Vorgang aufgrund der Fiillhohe zeitlich begrenzt ist (Doran 2013). Ein weiterer
Vorteil gegeniiber dem Batch-Betrieb stellt eine verldngerte Wachstumsphase mit einer meist
erhohten Produktausbeute dar (Hass und Portner 2009). Zu einer kontinuierlichen Betriebs-
weise gehort unter anderem der Chemostat (Hass und Portner 2009). Beim Chemostat wird
meist ein stationdrer Zustand von Mediumskomponenten und Biomassekonzentration erreicht.
Dies wird durch einen gleich grofen Zulauf- und Ablaufstrom bei einem konstanten
Reaktionsvolumen erreicht, wobei es bei zu hohen Flussraten zu einem Auswaschen der
Zellen kommen kann (Doran 2013).

Generell wird iiber einen gesamten Bioprozess das eingesetzte Substrat verbraucht und
Produkte gebildet. Dieser Prozessverlauf ldsst sich flir jede der zuvor genannten Betriebsarten

mithilfe aufgestellter Massenbilanzen als gewohnliche Differentialgleichungen erster
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Ordnung beschreiben (Schiigerl und Bellgardt 2000). Im Folgenden wird beispielhaft die
Bilanzierung zur Beschreibung der Biomasse fiir ein Substrat und ein Produkt im Batch-
Betrieb dargestellt (G1.5-7) (Chmiel et al. 2018). Ein Term, der das Absterben von Zellen
beschreibt, wird nicht beriicksichtigt.

C;LtX =U-Cy GL.5
dcg Gl.6
dt = —(s ' Cx
dcp GL.7
dt =(gp-Cx

1.7.1 Modellierung des anaeroben Abbauprozesses

In der Vergangenheit wurden bereits mathematische Ansidtze und Modellstrukturen
entwickelt, um die Prozessdynamik von Biogasprozessen besser zu verstehen, zu simulieren
und Betriebsbedingungen zu optimieren (Donoso-Bravo et al. 2011). Der Fokus lag hier vor
allem bei dynamischen Modellansédtzen. Jedoch ist der anaerobe Abbauprozess ein sehr
komplexer Vorgang, der nicht nur eine grole Menge an experimentellen Daten und
Messwerten erfordert, sondern auch zu einer groen Variabilitdt der kinetischen Parameter bei
der Modellierung fiihrt (Donoso-Bravo ef al. 2011). Als Resultat vieler Vorarbeiten und
entwickelter mathematischer Modellansitze des anaeroben Abbauprozesses entstand das
ADMI als erste einheitliche Modellstruktur und setzte sich damit als Grundlage in diesem
Anwendungsgebiet durch (Batstone et al. 2002; Donoso-Bravo et al. 2011). Dieses Modell
beinhaltet die Beschreibung der vier Abbauphasen in 19 Biokonversionsverfahren und enthélt
Berechnungen von Phaseniibergangsprozessen, pH-Wert Bestimmungen sowie Inhibierungs-
funktionen und Temperaturabhéngigkeiten (Batstone et al. 2002). Mit der Zeit wurde dieses
Standardmodell weiterentwickelt und mit weiteren mathematischen Prozessen wie einer
geschlossenen Kohlenstoff und Stickstoffbilanz erweitert (Blumensaat und Keller 2005;
Rosen und Jeppsson 2005; Donoso-Bravo et al. 2011).

Das ADMI1 ist iiber die Bezugseinheit des chemischen Sauerstoffbedarfs der zugefiihrten
Substrate  definiert und verwendet eine Monod-Kinetik zur Beschreibung der
Biokonversionsverfahren. Fiir eine praxisnahe Simulation wurde das ADMI in eine
Modellstruktur mit massenbasierter Bezugseinheit iiberfiihrt (Weinrich und Nelles 2021Db).
Dazu wurden die einzelnen Elemente durch den entsprechenden theoretischen Sauerstoff-

bedarf geteilt und Modellkomponenten durch Umrechnung der stdchiometrischen
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Koeffizienten mit den zugehdrigen molaren Massen bestimmt (Weinrich und Nelles 2021b).
Somit wurde unter anderem eine Modellstruktur mit festen stochiometrischen Bilanzen fiir
feste Biomasseertragskoeffizienten auf Basis empfohlener Standardwerte entwickelt
(Weinrich und Nelles 2021b). Die komplexen Modellstrukturen des ADMI1 werden
iiblicherweise in einer sogenannten Petersen-Matrix dargestellt (Rosen und Jeppsson 2005;

Weinrich 2017).

1.7.2  Modellierung eines bioelektrochemischen Systems

Zur Entwicklung eines mathematischen Modells eines bioelektrochemischen Systems miissen
biologische und elektrochemische Prozesse kombiniert werden. Es wurden bisher
unterschiedliche, jedoch meist sehr komplexe Modellanséitze entwickelt und beschrieben,
wobei sich ein Grofiteil der Simulationen auf die Anwendung einer MBZ gegeniiber einer
MEZ bezieht (Oliveira et al. 2013; Gadkari et al. 2018). Von grundlegendem Interesse sind
dynamische Modelle, die sowohl die Lebensweise in Form eines Biofilms als auch die
Prozesse eines BES sowie die Interaktion zwischen Mikroorganismen und Elektroden-
oberflichen beschreiben konnen (Asrul et al. 2021). Dies beinhaltet die Art des Elektronen-
transfers im Biofilm und zur Elektrode, Zellwachstum, Biofilmbildung und -ablosung auf der
Elektrode, Substrat- und Ionentransfer in pordsen Biofilmen, Massenbilanzen zwischen der
Fliissigphase und dem Biofilm, Stoffumwandlungen im Biofilm sowie die Leitfahigkeit des
Biofilms (Li ef al. 2022). Diese Modelle konnen auf gewdhnlichen Differentialgleichungen
oder partiellen Differentialgleichungen basieren, wobei letztere wesentlich komplexer in der
Berechnung sind, dafiir aber zusitzlich zur zeitlichen, eine rdumliche Dimension
berticksichtigen. Somit konnen sie das Biofilmwachstum, die Nihrstoffdiffusion oder pH-
Gradienten effizienter beschreiben (Luo et al. 2016).

Im BES werden hidufig an der Elektrode ablaufende Prozesse mit der Butler-Volmer-
Gleichung oder der Nernst-Gleichung beschrieben (Li ef al. 2022). Dahingegen werden
biologische Prozesse meist durch Massenbilanzen und der Monod-Kinetik repriasentiert (Li et
al. 2022). Aus der Kombination biologischer und elektrochemischer Prozesse entstanden die
Butler-Volmer-Monod und die Nernst-Monod-Gleichung (Gadkari et al. 2018). Aufgrund der
zuvor genannten sehr komplexen Prozesse gilt es als duflerst schwierig, die Mechanismen und
Zustandsvariablen eines BES detailliert bzw. umfassend zu bestimmen und zu simulieren (Li
et al. 2022). Dennoch kann eine Modellierung zu einem besseren Verstindnis der Leistung
des Systems und der Optimierung von Steuerungs- und Betriebsvariablen beitragen (Ortiz-

Martinez et al. 2015).
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1.7.3 Modellierung der Produktion von Plattformchemikalien

Die Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol soll in einem Prozessmodell mit genetisch
verdnderten C. necator-Stimmen beschrieben werden. Es wurden bisher verschiedene
Modellierungsansitze entwickelt, um die Steuerung und Optimierung der PHB-Produktions-
prozesse von C. necator zu ermoglichen (Horvat et al. 2013; Lopar et al. 2013), jedoch nicht
die 2,3-Butandiol-Produktion durch diesen Organismus. Diese PHB-Modelle existieren in
unterschiedlicher Komplexitit und wurden angewendet, um die Kinetik und Prozessparameter
des mikrobiellen Wachstums und der PHB-Synthese in Batch- und Fed-Batch-Betrieb auf
Basis unterschiedlicher und gemischter Substratquellen zu bestimmen (Spoljarié et al. 2013;
Yousuf und Winterburn 2016). Zusétzlich wurden diese Simulationen zur Optimierung von
Substratfiitterungsstrategien vorgeschlagen. Dabei wurden die Auswirkungen auf das
Wachstum und die PHB-Produktion bewertet (Mozumder et al. 2014). Eines dieser Modelle
konzentriert sich auf den autotrophen Prozess der PHB-Synthese von C. necator unter
Berticksichtigung des Gastransfers und der Aufnahme von CO2, H> und O> (Mozumder et al.
2015). Zusitzlich existiert ein heterotrophes kinetisches Modell des natiirlichen 2,3-
Butandiol-Produzenten K. oxytoca, welches das Zellwachstum und die Produktion von 2,3-
Butandiol unter dem Einfluss von Substrat- und Produkthemmung in einer Batch-

Fermentation beschreibt (Kim et al. 2016).

1.8  Zielsetzung

Im Hinblick auf eine ressourceneffiziente und nachhaltige, biobasierte Wirtschaftsweise
behandelt diese Arbeit die energetische und stoffliche Nutzung von biobasierten
Abfallstrémen wie Urin und Riibensilage anhand von verschiedenen Prozessausfiithrungen,
welche in Abbildung 7 und 8 dargestellt sind. Es soll die Verwendung einer MEZ mit einer
definierten Co-Kultur aus S. oneidensis und G. sulfurreducens in Kombination mit den
biologischen Abbauprozessen einer Biogasanlage fiir eine flexible Biogas- und Wasserstoft-
erzeugung in einem mathematischen Prozessmodell untersucht werden. Hierzu soll eine
Elektrodenregelung fiir unterschiedliche Anodenpotentiale und damit eine Steuerung der
Biogas- und Wasserstoffproduktion entworfen werden. Weiterhin soll in einem autotrophen
Prozessmodell gezeigt werden, dass der produzierte Wasserstoff und Kohlendioxid durch
mikrobielle Organismen zu Plattformchemikalien umgesetzt werden konnen. Dazu werden
die einzelnen Prozesse MEZ, Biogasprozess und autotrophe Produktion von Plattform-
chemikalien in separaten mathematischen Prozessmodellen betrachtet und wvalidiert.

Zusétzlich wird untersucht, ob Urin als Substratquelle in einer MEZ mit einer definierten Co-
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Kultur verwendet werden kann, wodurch kein Konflikt zwischen energetischer und stofflicher
Nutzung entstehen sollte.

Fiir den Prozess einer flexiblen Biogaserzeugung wird ein mathematisches Prozessmodell
entworfen, das die Ergdnzung einer Biogasanlage mit einer MEZ betrachtet. Der daraus
anfallende Wasserstoff und Kohlendioxid konnen im Anschluss durch mikrobielle
Organismen in einem autotrophen Prozess stofflich genutzt und in Plattformchemikalien
umgewandelt werden. Es soll gezeigt werden, dass die MEZ dazu beitragen kann, eine
Akkumulation von organischen Sduren zu verringern und den pH-Wert zu stabilisieren.
Dadurch kann der Biogasprozess in einem optimalen Betriebsfenster gehalten werden.
AuBerdem soll gezeigt werden, dass die Kinetik des Elektroneniibergangs der
exoelektrogenen Mikroorganismen durch das eingestellte Anodenpotential gesteuert werden
kann. Somit kann der Elektronenfluss kontrolliert werden, wodurch eine flexible Biogas-
erzeugung moglich ist. Die Elektronen, die auf die Anode {ibertragen werden, stehen der
Biogaserzeugung nicht mehr zur Verfiigung, werden aber zur Wasserstoffproduktion an der
Kathode genutzt. Schlielich soll diese Regelungstechnik und die kontrollierte Elektronen-
flussrate zur Biogaserzeugung oder zur Wasserstoffproduktion in einem Prozessmodell
abgebildet werden. Fiir eine stoffliche Nutzung kann der entstehendeWasserstoff in einem
autotrophen Prozess unter Fixierung von Kohlendioxid mit einem angepassten Mikro-
organismus in Acetoin und 2,3-Butandiol umgewandelt und in einem weiteren Prozess-

modell betrachtet werden.

(CH,0),
Energetische und
stoffliche Nutzung
einer flexiblen

CO, Biogasproduktion

L
2,3-Butandiol

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Konzepts der energetischen und stofflichen Nutzung einer flexiblen
Biogaserzeugung. Der anaerobe Abbauprozess wird mit einer MEZ ergénzt. Dadurch konnen akkumulierende
Sauren kontrolliert abgebaut und der pH-Wert stabilisiert werden. Die Kinetik des Abbaus und des
Elektronenflusses soll durch das eingestellte Anodenpotential gesteuert werden. Dadurch kann der
Elektronenfluss zur Wasserstoff- oder Biogasproduktion gesteuert werden. Zur stofflichen Nutzung kann der
anfallende Wasserstoff in einem autotrophen Prozess mit einem angepassten Mikroorganismus in eine
Plattformchemikalie wie Acetoin und 2,3-Butandiol umgewandelt werden. Erstellt mit BioRender.com.
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In einem weiteren Ansatz wird die Verwendung von Urin in einer MEZ untersucht. Eine
experimentelle Machbarkeitsstudie soll zeigen, ob Urin durch gemessene Stromdichten
energetisch fiir eine nachhaltige Wasserstoffproduktion genutzt werden kann. Dazu werden
die exoelektrogene Mikroorganismen S. oneidensis und G. sulfurreducens eingesetzt. Im
Anschluss wird der Einfluss von Urin auf die Anodengemeinschaft und die Leistungsfahigkeit
im Vergleich zu synthetischem Medium untersucht. AuBerdem werden die Auswirkungen auf

den Biofilm in einem Durchflusssystem betrachtet.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Konzepts der Verwendung von Urin in einer MEZ fiir eine
energetische Nutzung der Wasserstoffproduktion. Das Konzept basiert auf der Nutzung von exoelektrogenen
Mikroorganismen. Erstellt mit BioRender.com.
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2. Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die Anzucht der verwendeten Mikroorganismen und die
genutzten bioelektrochemischen Systeme beschrieben. Diese wurden sowohl mit dem BES-
Néhrmedium als auch mit Urin betrieben. Die Versuche wurden nach den angegebenen
Evaluationsparametern und mit bestimmten analytischen Methoden ausgewertet. In einem 3-
Elektroden-Drehscheiben-Reaktor wurden Experimente mit einer exoelektrogenen Co-Kultur
bei verschiedenen Anodenpotentialen im groeren Mafistab durchgefiihrt, die spiter als
Grundlage fiir das Modell der MEZ verwendet wurden. Fiir die Simulation des anaeroben
Abbauprozesses wurde ein Datensatz vom Deutschen Biomasseforschungszentrum (DBFZ)
zur Verfligung gestellt. Bei der Modellbildung der Produktion von Plattformchemikalien
wurden experimentelle Daten vom Institut fiir Technische Mikrobiologie (TMI) der
Technischen Universitdt Hamburg (TUHH) bereitgestellt. Die Modellbildung und
Modellimplementierung werden in diesem Kapitel erldutert.

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von AppliChem (Darmstadt,
Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) oder VWR (Radnor, PA, USA) bezogen.

2.1  Verwendete Staimme

Fiir die durchgefiihrten Versuche in dieser Arbeit wurden die in Tabelle 1 aufgelisteten
Stimme verwendet. Es wurden Kryokulturen aus aktiven Kulturen der Mikroorganismen
erstellt. Dafiir wurden 0,9 mL der jeweiligen Kultur mit 0,6 mL einer 50 %-igen
Glycerinlésung gemischt und bei -80°C gelagert. Aus den Kryokulturen wurden Vorkulturen

bzw. Lagerkulturen fiir die durchgefiihrten Experimente angezogen.

Tabelle 1: Genutzte Mikroorganismen.

Organismus Quelle
Shewanella oneidensis MR-1 (Dolch et al. 2016)
Geobacter sulfurreducens PCA (Dolch et al. 2016)

2.1.1 Anzucht der Organismen

Fir die Kultivierung von S. oneidensis wurde eine Kryokultur auf eine LB-Agar-Platte
ausgestrichen, bei 30°C fiir 24 h inkubiert (Inkubator I, Memmert, Schwabach, Deutschland)
und anschliefend im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Die Zusammensetzung des LB-Agar-

Mediums ist Tabelle 2 aufgelistet. Diese wurde fiir ein bis zwei Wochen verwendet, um
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Kulturen im fliissig LB-Medium anzuziechen und bei 30°C sowie 180 rpm im
Schiittelinkubator (New Brunswick Innova® 44, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zu
inkubieren. Die Zellen der fliissigen Kultur wurden anschlieend gewaschen und fiir die

durchgefiihrten Co-Kulturversuche im BES verwendet.

Tabelle 2: Zusammensetzung der LB-Agar-Platten. Im fliissigen LB-Medium wurde kein Agar hinzugegeben.

Substanz Menge
Trypton 10gL!
Hefeextrakt 5gL!
NaCl 5¢gL!
Agar [2%] 20g L}

Das BES-Nidhrmedium wurde zur Kultivierung von G. sulfurreducens angepasst und 20 mM
Fumarsdure als Elektronenakzeptor sowie 20 mM Natriumacetat anstelle von 20 mM
Natriumlaktat als Elektronendonor hinzugegeben. Das Medium wurde anaerobisiert, auf pH
7,0 eingestellt und mit einer Kryokultur beimpft. Die 250 mL Fliissigkultur wurde bei 30°C
fir zwei bis drei Tage inkubiert und konnte anschlieBend bei Raumtemperatur fiir vier
Wochen gelagert werden. Von dieser Stammkultur wurden vor einem BES-Versuch 10 mL in

ein frisches BES-Niahrmedium tiberimpft und fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert.

2.1.2 Medien der Organismen

Das BES-Néhrmedium wurde wie bereits beschrieben in angepasster Form zur Anzucht von
G. sulfurreducens und fiir anaerobe Kulturen von S. oneidensis mit 20 mM Fumarsdure als
Elektronenakzeptor verwendet. Bei der Co-Kultivierung von S. oneidensis und G.
sulfurreducens im BES wurde das Medium ohne zusétzlichen Elektronenakzeptor mit
Natriumlaktat als Elektronendonor vorbereitet. Das BES-Ndhrmedium ist in Tabelle 3
beschrieben und wurde aus den Losungen in Tabelle 4-7 zusammengesetzt.

Die folgenden Losungen wurden mit VE-Wasser hergestellt und anschlieBend bei 121°C fiir
20 Minuten im Autoklav (DX-65 und VE-150, Systec, Linden, Deutschland) sterilisiert.
Angesetzte Reagenzien, wie Vitamine und Natriumascorbat und Calciumchlorid wurden steril
filtriert (Filtropur S, Porengrofle 0,2 um, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) und an der
Sterilbank (Thermo Scientific MSC-Advantage-Sicherheitswerkbank, Fisher-Scientific,

Schwerte, Deutschland) zu dem autoklavierten BES-Ndhrmedium hinzugegeben. Zum
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Anaerobisieren der Hefeextrakt-, Natriumascorbat- und der Calciumchloridlosung, sowie des
BES-Néhrmediums wurde eine Membran-Vakuumpumpe VP 86 (VWR, Radnor, PA, USA)
verwendet. Dazu wurde zwei Minuten lang ein Vakuum angelegt und anschlieBend zwei
Minuten lang mit einer Mischung aus 80 % N> und 20 % CO: steril begast. Dieser Prozess
wurde in mindestens 15 Zyklen durchgefiihrt um sicherzustellen, dass kein geldster Sauerstoff
mehr vorlag. Das BES-Ndhrmedium wurde vor und nach der Zugabe der
Komplementierlosung auf pH 7,0 titriert und im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

Weiterhin wurden Wachstumsversuche und Experimente im BES mit Urin als Medium
anstelle des BES-Mediums durchgefiihrt. Der Urin wurde von fiinf minnlichen und finf
weiblichen Personen gesammelt, gemischt und bei -20°C gelagert. Die fir die
Versuchsdurchfiihrung eingesetzten Urinmengen wurden zuvor autoklaviert. Im Anschluss
wurde die Urinmischung unter sterilen Bedingungen auf pH 7,0 titriert und fiir die
Wachstumsversuche anaerobisiert. Die Zusammensetzung des sterilen Urins wurde im
Zentrallabor der TUHH auf Aminoséuren, Kohlenhydrate sowie Carbonsduren untersucht und

ist im Anhang in Tabelle A1 gelistet.

Tabelle 3: Zusammensetzung des BES-Néhrmediums.

Substanz Menge
10x Salzldsung 100 mL L
NaHCOs 1,80 g L!
NaxCO3 0,50 g L
MgCl; - 6 H20 0,21 gL't
Na-D, L-Laktat (60%) 3,73 gL’
100x Spurenelementlosung 10 mL L™
Selenit-Wolframatlosung I mLL!
Komplementierlosung
100x Vitaminldsung 10 mL L!
10% Hefeextrakt 10 mL L
0,2 M Natriumascorbat I mLL!

0,4 M CaCl,- 2 H,0 1 mL L
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Tabelle 4: Zusammensetzung der 10x konzentrierten Salzldsung.

Substanz Menge
KH,PO4 42 gL!
KoHPO4 22¢gL!
NH4C1 2,0gL!
KCl1 3,8gL!
NaCl 3,6 gL!

Tabelle 5: Zusammensetzung der Selenit-Wolframatlosung.

Substanz Menge

NaOH 0,5gL!
NazSeOs 3,0mg L
NasWOs - 2 H,O 4,0 mg L

Tabelle 6: Zusammensetzung der 100x konzentrierten Spurenelementldsung.

Substanz Menge
Nitrilotriessigsdure 2,14 gL?!
MnCl; - 4 H,O 0,10 g L™
FeSOs - 7 H,O 0,30 g L!
CoClz - 6 H.0 0,17 gL
ZnSO4 - 7 H20 0,20 g L!
CuClz - 2 H,0 0,30 g L!
H3BO:3 5,00 mg L!
AIK(SO4)2 - 12 H,0 5,00 mg L!
Na,MoOs - 2 H,O 0,11 gL
NiSO4 - 6 H20 0,11 gL"!

NaWOs - 2 H,O 0,20 g L™
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Tabelle 7: Zusammensetzung der 100x konzentrierten Vitaminldsung.

Substanz Menge
Biotin 2,0mg L
Folsdure 2,0mg L'
Pyridoxin-HCI 10,0 mg L!
Thiamin-HCI 5,0mg L
Riboflavin 5,0mg L
DL-Capantothenat 5,0 mg L!
Nicotinsdure 5,0mg L
Vitamin B12 0, mg L
p-Aminobenzoesdure 5,0mg L!
Liponsdure 5,0mg L

2.1.3 Waschen der Vorkulturen

Um sicherzustellen, dass alle im Vorkulturmedium enthaltenden Elektronenakzeptoren vor
der Beimpfung eines BES-Reaktors entfernt werden, wurden die Vorkulturen gewaschen. Die
Vorkulturen von G. sulfurreducens und S. oneidensis wurden bei 6000 rpm fiir 10 min
zentrifugiert (Sorvall RC-5C Plus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 50 mL steriler Salzlésung
resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 mL der Salzldsung resuspendiert.
Danach konnte jeweils die optische Dichte (GENESYS™ 20, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) der Organismen und das bendtigte Volumen der Zellsuspensionen
bestimmt werden. Die Versuche der Co-Kultivierung wurden mit einem Verhiltnis der

optischen Dichte von S. oneidensis zu G. sulfurreducens von 10:1 inokuliert.

2.2 Wachstumsexperimente mit Urin

Fir die Durchfiihrung der anoxischen Wachstumsversuche wurde, wie bereits in 2.1.1
beschrieben, eine Vorkultur der verwendeten Organismen angezogen. Die Vorkulturen
wurden anschlieBend gewaschen und die Menge des bendtigten Zellvolumens fiir einen
Startwert der ODgoo von 0,01 der Experimente berechnet. Die sterilen Wachstumsversuche
mit Urin wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Hierfiir wurde in 100 mL Flaschen mit einem

Fliissigvolumen von 50 mL gearbeitet. Dazu wurde eine Urinlésung und fiir Kontrollversuche
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das BES-Medium verwendet. Die sterile Urinlosung wurde vor der experimentellen
Durchfiihrung anaerobisiert und auf pH 7,0 titriert.

Die Animpfung der Flaschenexperimente erfolgte am spiten Abend. Nach der Inokulation
wurden die Flaschen bei 30°C inkubiert (Inkubator I, Memmert, Schwabach, Deutschland).
Anschliefend wurden in regelmiBigen Abstdnden und unter sterilen Bedingungen Proben zur
Bestimmung des Zellwachstums genommen. Auflerdem wurde entsprechend dem jeweiligen
Experiment die pure Urinlésung mit Fumarat, der Vitaminlosung, Hefeextrakt, Acetat, Laktat,
Na-Ascorbat und CaCl, ergédnzt, um den Einfluss verschiedener Zusitze, die im BES-
Néhrmedium enthalten sind, auf das Wachstum der Mikroorganismen in Urin zu untersuchen.

Eine Ubersicht der Flaschenexperimente ist in Tabelle 8 festgehalten.



Tabelle 8: Ubersicht der durchgefiihrten planktonischen Wachstumsversuche mit Urin in Flaschen.

Stamm Medium Elektronendonor Elektronenakzeptor Komplementierlosung
Urin 1 M Laktat 1 M Acetat Fumarat 10% Hefeextrakt Vitaminlosung 0,2 M Na-Ascorbat 0,4 M CaCl,
[mL] [mL] [mL] (4,64 gL [mL] [mL] [uL] [uL]
G.s. 48,5 1 v 0,5
G.s. 48,5 1 v 0,5
G.s. 47,9 1 v 0,5 0,5 50 50
G.s. 49 1 v
G.s. 49 1
S.o. 48,5 1 v 0,5
S.o. 48,5 1 v 0,5
S.o. 47,9 1 v 0,5 0,5 50 50
S.o. 49 1 v
S.o. 49 1
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2.3 Kultivierung im bioelektrochemischen System

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche im BES wurden chronoamperometrisch
ausgefiihrt, um den zeitlichen Verlauf der Stromerzeugung des Biofilms bei einem konstanten
Potential zu messen (Bard und Faulkner 2001). Hierfiir wurde ein konstantes Potential von
0 V gegen eine Standard-Wasserstoffelektrode (SHE) oder von -0,199 V gegen Ag/AgCl als
Referenzelektrode (Bezugselektrode SEI1 oder SE23I, Sensortechnik Meinsberg,
Deutschland) an der Arbeitselektrode angelegt. Zum Anlegen des Potentials wurden
Potentiostaten wie der MultiEmStat3+ (PalmSens, Houten, Niederlande), Multi Autolab
M204 (Metrohm, Utrecht, Niederlande), Interface 1010E/5000E (Gamry, Philadelphia, PA,
USA) genutzt und der Strom in Intervallen von 60 s gemessen. Die Versuche der Co-
Kultivierung wurden mit einem Verhéltnis der optischen Dichte von S. oneidensis zu G.

sulfurreducens von 10:1 inokuliert und mit einer ODgoo von insgesamt 0,1 angeimpft.

2.3.1 Mikrobielle 3-Elektrodenzelle

Die Stromproduktion der Mikroorganismen wurde als Batchversuch in einer mikrobiellen 3-
Elektrodenzelle untersucht. In diesem System wurden Experimente mit dem BES-
Néahrmedium und mit Urin durchgefiihrt. Als Arbeitselektrode wurde ein Graphitvlies
(Sigracell GFD 2.5; SGL Carbon, Wiesbaden, Deutschland) mit einer Grundfliche von
3,5 cm x 6 cm verwendet und in der entsprechenden Halterung im System fixiert, wodurch
die frei zugingliche Oberfliche der Arbeitselektrode 36 cm? betrug. Als Stromabnehmer
diente eine Kaniile (Sterican 0,8x120 mm, B.Braun, Melsungen, Deutschland), die mit dem
Graphitvlies verbunden wurde. Dieses wurde zuvor fiir 20 min in Isopropanol eingeweicht,
um die Hydrophilie des Materials zu verbessern und im Anschluss mit VE-Wasser griindlich
abgespiilt. Die Gegenelektrode bestand aus einem Platinnetz (99,9 %, 10,24 Maschen mm™,
ChemPur, Karlsruhe, Deutschland) und wurde mithilfe eines Platindrahts (@ 0,1 mm, 99,9 %;
ChemPur, Karlsruhe, Deutschland) verbunden.

Das Reaktorsystem umfasste ein Arbeitsvolumen von 275 mL und wurde vor dem
Autoklavieren mit vier M5-Schrauben dicht verschlossen sowie mit VE-Wasser befiillt. Vor
dem Versuchsbeginn wurde an der Sterilbank (Thermo Scientific MSC-Advantage-
Sicherheitswerkbank, Fisher-Scientific, Schwerte, Deutschland) das VE-Wasser mit dem
entsprechenden Medium ersetzt und die separat sterilisierte Referenzelektrode eingeschraubt.
Es wurden Triplikate jeder Versuchsreihe angesetzt und bei 30°C inkubiert. Um anoxische
Bedingungen zu gewdéhrleisten, wurde der freie Kopfraum des Reaktors wihrend der

Versuchsdurchfithrung mit einer Mischung aus 80 % N> und 20 % CO; steril begast. Ein
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Magnetriihrer und Riihrstab (topolino, IKA-Werke, Staufen, Deutschland) sorgten fiir eine
konstante Durchmischung des Mediums. Eine beispielhafte mikrobielle 3-Elektrodenzelle ist

in Abbildung 9 dargestellt.

Abbildung 9: Aufbau einer mikrobiellen 3-Elektrodenzelle (nach Golitsch 2016). Zu sehen sind 1) Eingespannte
Arbeitselektrode in Halterung; 2) Konnektierung der Arbeitselektrode; 3) Ag/AgCl Referenzelektrode; 4)
Gasauslass; 5) Gaseinlass mit Sterilfilter; 6) Konnektierung Gegenelektrode; 7) Kammer der Gegenelektrode.

2.3.2 3-Elektroden-Durchflusszelle

Eine von Hackbarth et al. (2020) entwickelte 3-Elektroden-Durchflusszelle wurde verwendet,
um die Stromproduktion der Mikroorganismen sowie das Wachstums des Biofilms bei
verschiedenen Flussraten zu untersuchen. In diesem System wurden Experimente mit dem
BES-Ndhrmedium und mit Urin durchgefiihrt. Als Arbeitselektrode wurde eine 100 mm x
20 mm Graphitplatte (MR40, Miiller & Rossner, Niederkassel, Deutschland), mit einer freien
Oberfliche von 20 cm? genutzt und am Boden der Durchflusszelle eingelassen. Die
Arbeitselektrode wurde zuvor fiir 20 min in Isopropanol gewaschen und im Anschluss mit
VE-Wasser griindlich abgespiilt Die Gegenelektrode bestand aus sechs Iridium-Tantal
beschichteten Titanplatten (Platinode® MMO Anode 177, Umicore, Hanau, Deutschland) mit
einer gleich groflen Oberfliche wie der Arbeitselektrode. Diese konnten in dem dafiir
vorgesehenen Gegenelektrodenhalter aus Polyetheretherketon (PEEK) fixiert und
eingeschraubt werden. Die Verbindung zu den eingesetzten Elektrodenmaterialien wurde {iber
einen Kontakt mit Titanschrauben hergestellt.

Das System, in Abbildung 10 dargestellt, bestand aus PEEK und konnte somit vollstindig
autoklaviert werden. Im Anschluss daran wurde im Zulauf des Reaktorsystems die separat
sterilisierte Referenzelektrode in eine Halterung eingeschraubt. Das System wurde mit einem

Arbeitsvolumen von 275 mL betriecben und durch Viton®-Schlduche (Roth, Karlsruhe,
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Deutschland) mit einer 250 mL Flasche als Reservoir verbunden. Die Versuchsdurchfiihrung
erfolgte bei Raumtemperatur unter anoxischen Bedingungen. Um dies zu gewdihrleisten,
wurde das System mit einer Mischung aus 80 % N> und 20 % CO: steril begast. Auflerdem
wurde das Medium im Reaktorsystem bei einer eingestellten Flussrate durchgepumpt

(Ismatec ISM 944, Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld).

Abbildung 10: Aufbau der 3-Elektroden-Durchflusszelle (nach Hackbarth et al. 2020). Zu sehen sind 1)
Referenzelektrodenhalter; 2) Gegenelektrodenhalter; 3) Gegenelektrode; 4) PEEK Gehéduse; 5) Arbeitselektrode;
6) Metalldeckel; 7) Dichtungsring; 8) Polycarbonat Sichtfenster.

2.3.3 3-Elektroden-Drehscheiben-Reaktor

In diesem System wurden Experimente der Co-Kultivierung im groBeren Malstab
durchgefiihrt, die spéter als Grundlage fiir das Modell der MEZ verwendet wurden. Bei der
Versuchsdurchfiihrung wurden verschiedene anodische Potentiale zwischen -0,2 V und 0,2 V
in unterschiedlichen Zeitintervallen untersucht, um ihren Einfluss auf die Leistung zu
bestimmen. Der Drehscheiben-Reaktor im 3-Elektrodenautbau (Hackbarth et al. 2023; Knoll
et al. 2023) umfasste einschlieBlich der Peripherie ein Gesamtvolumen von 12,6 L und ist in
Abbildung 11 dargestellt.

Die Peripherie bestand aus Edelstahlrohren mit einem Durchmesser von 10 mm und einem
Schlauchpumpensystem (Masterflex™ L/S™ analoge Konsolenpumpe mit Easy-Load-II-
Pumpenkopfen, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) mit gasdichten Schlduchen
(Masterflex™ L/S™ Viton™ FDA-konforme Pumpenschldauche, Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland). Der pH-Wert wurde in einem Mischgefd automatisch durch das
Fermenterkontrollsystem Biostat® A (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) und einer pH-
Sonde kontrolliert. Zusitzlich konnte das Mischgefal3, sowie der Drehscheiben-Reaktor durch
Silikonheizmatten (LCS Isotherm GmbH & Co. KG, Frankfurt, Deutschland) auf 30°C

temperiert werden. Als Arbeitselektrode fanden sieben Graphitplatten mit einer
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Gesamtoberfliche von 0,5 m?

Verwendung. Die Gegenelektrode bestand aus acht
titanbeschichteten Halbscheiben mit einer Gesamtoberfliche von 0,25 m?. Die Rotation der
Arbeitselektroden wurde mit einem Schrittmotor (bipolarer NEMA-11-Schrittmotor mit
100:1-Getriebe, Phidget, Calgary, Kanada) auf 1 rpm eingestellt. Das Reaktorsystem und die

Peripherie wurden zuvor autoklaviert und unter sterilen Bedingungen zusammengebaut.

Abbildung 11: Schematische Darstellung des 3-Elektroden-Drehscheiben-Reaktors mit Peripherie (nach Knoll et
al. 2023). Zu sehen sind 1) Schlauchpumpe; 2) Uberlauf; 3) Referenzelektrode; 4) pH-Sonde; 5) pH Kontrolle;
6) 10 L Drehschreiben-Reaktor; 7) Gasauslass; 8) Schrittmotor; 9) Gegenelektrode; 10) Arbeitselektrode; 11)
Welle.

2.4  Bestimmung von Evaluationsparametern

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche und Simulationen wurden anhand von
verschiedenen berechneten Parametern bewertet. Darunter wurde die maximale spezifische
Wachstumsrate py,q, (h™) der verwendeten Mikroorganismen bestimmt. Diese ergibt sich aus
der zeitlichen Anderung der Biomassenkonzentration c, (g L!) innerhalb eines Zeitintervalls
t (h) und kann nach Gleichung 8 analytisch bei hohen Substratkonzentration anndhernd

bestimmt werden, wobei ein exponentielles Wachstum vorausgesetzt wird (Hass und Portner

2009).
Cx = Cy, * eHmaxt GL.8
Die volumetrische Produktivitit oder auch Raum-Zeit-Ausbeute Qp (g L' h''), wurde mit

Gleichung 9 bestimmt. Die Endkonzentration des Produkts cp wird mit Acp (gL
beschrieben, wohingegen At (h) fiir das betrachtete Zeitintervall steht (Doran 2013).
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_ Acp

= _F Gl1.9

Die Stromdichte J (A m?) wurde aus dem gemessenen Strom I (A) und der freien Oberfliche
A (m? im BES berechnet. Um die mittlere Stromdichte zu erhalten, wurde die
durchschnittliche Stromdichte zusétzlich durch das zu betrachtende Zeitintervall At (h)
dividiert (GI.10).

J= GL.10

Der coulombsche Wirkungsgrad CE gibt das Verhiltnis vom gemessenen Strom [/ zu den
metabolisch zur Verfligung gestellten Elektronen an (Logan ef al. 2006). Dazu wurde der
erzeugte Strom in einem Zeitintervall bestimmt und durch die metabolisch freigesetzte Menge
an Elektronen dividiert. Diese Gesamtmenge an Elektronen wurde aus dem Verbrauch an
Laktat Ac, dem Reaktorvolumen Vj, der Elementarladung € (1,602:10"° C), der Avogadro-
Konstanten N, (6,022:10% mol ™) und den zur Verfiigung stehenden Elektronen z,(12) durch
den Laktatverbrauch berechnet (Gl.11) (Knoll et al. 2023).

J 1dt

= Gl.11
AC'E'VR'Ze'NA

CE

Die theoretisch produzierte Stoffmenge an Wasserstoff ny, (mol s!) wurde aus dem
erzeugten Strom I, der Faraday-Konstante F (96485 C mol'), und der Elektronen pro H»
Molekiil zy, (2) berechnet (G1.12) (Utesch und Zeng 2018).

Um die volumetrisch produzierte Menge an Wasserstoff Vy, (m®> h') zu erhalten, wurde
Gleichung 12 mit dem idealen Gasgesetz erweitert. Dabei steht R fiir die ideale Gaskonstante
(8,314 J mol! K1), T fiir die Temperatur (K) und p fiir den Druck (Pa). Die theoretisch
produzierte Energiemenge wurde mit Hilfe des Heizwertes von Wasserstoff (119,7 MJ kg™!)
bestimmt (Wallace und Ward 1983).

ny, = GL12
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_IR'T GL13
VHZ_ .F -
p Zy,

2.5 Analytik

Die entnommenen Versuchsproben wurden mit unterschiedlichen Methoden gemessen und

analysiert.

2.5.1 Spektrophotometer

Zur Messung der optischen Dichte wurde ein Photometer (GENESYS™ 20, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet und bei einer Wellenlinge von 600 nm gemessen.
Die Messung wurde bis zu einer optischen Dichte von 0,4 unverdiinnt durchgefiihrt. Uberstieg
die unverdiinnte Probe diesen Wert, musste eine Verdiinnungsreihe angesetzt werden. Als
Referenzwert wurde voll entsalztes Wasser (VE-Wasser) als Nullprobe verwendet. Zusétzlich
wurde der Triibheitswert des entsprechend verwendeten Mediums gemessen und mit VE-

Wasser als Referenzwert verglichen.

2.5.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die  Quantifizierung von  organischen  Sduren  wurden mit Hilfe einer
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) analysiert. Dazu wurde das UltiMate3000
SD HPLC-System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit integriertem
Brechungsindexdetektor RefractoMax520 (ERC, Riemerling, Deutschland) verwendet. Es
wurden 150 pL der Proben vor der Analyse mit einem 0,2 um Polyethyltetrafluorethylen
(PTFE)-Filter (VWR, Darmstadt, Deutschland) gefiltert und mit 15 uL einer 0,5 mM
Schwefelsdure in einer 96-Well-Mikrotiterplatte gemischt. Fiir die Messung wurde eine
Aminex HPX-87H Séaule (BioRad, Miinchen, Deutschland) als stationdre Phase, bei einer
Saulentemperatur von 60°C verwendet. Als Laufmittel der mobilen Phase diente 5 mM
Schwefelsdure bei einer Flussrate von 0,6 mL min'. Dabei wurden Retentionszeiten
gemessen, die sich aus der Interaktion eines Stoffes mit beiden Phasen ergibt und aufgrund
von externen Standards den organischen Sduren zugeordnet werden konnte. Die Proben

wurden auf Laktat und Acetat hin untersucht.

2.5.3 Biotrockenmasse
Um die Biotrockenmasse der Zellen zu bestimmen, wurde das Leergewicht der dafiir

verwendeten 2 mL Mikroreaktionsgefile gewogen und notiert. Diese wurden zuvor iiber
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Nacht in den Trockenschrank gestellt, um unerwiinschte Reste verdampfen zu lassen.
Anschliefend wurden aus einem Wachstumsversuch zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
entnommen und jeweils 1 mL in die Gefdlle gegeben. Fiir jeden Probenzeitpunkt wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Hierfiir wurde die optische Dichte jeder genommenen
Probe gemessen und notiert. AnschlieBend wurde die Probe fiir 4 min bei 16000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand von den sedimentierten Zellen getrennt. AnschlieBend wurden
diese in 1 mL VE-Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die sedimentierten Zellen bei 70°C fiir 24 h im Trockenschrank getrocknet.
Die Biotrockenmasse der Bakterien wurde durch Subtraktion des Leergewichts vom
gewogenen Wert ermittelt. Die Ergebnisse dieser Bestimmung sind im Anhang in Abbildung
Al zu finden und wurden fiir die Modellierung zur Berechnung der Biomassetrockenmasse
BTM (g L") einer Deletionsmutante von Cupriavidus necator H16 (Windhorst und Gescher
2019) in Korrelation zu der gemessenen optischen Dichte 0Dy, genutzt (Gl.14).

BTM = 0,6416 - ODgg, + 0,0632 Gl.14

2.5.4 Optische Kohdrenztomographie

Die Entwicklung des Biofilms wurde mittels optischer Kohédrenztomographie (OCT) mit
einem Ganymede II - LSM04 OCT-Gerit von Thorlabs (Dachau, Deutschland) quantifiziert.
OCT ist ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren, das Oberflichen mit Licht scannt und
somit die Darstellung von dreidimensionalen Strukturen ermoglicht (Wagner und Horn 2017).
Das Licht ist in der Lage die Probe zu durchdringen, wodurch ein Tiefenprofil an jedem
gescannten Punkt mit einer Gesamtfliche von 6 mm x 4 mm erstellt werden kann. Der
austretende Lichtstrahl wird nach Kontakt mit der Probe reflektiert und interferiert
anschliefend mit einem Referenzlichtstrahl. Durch Aufnahmen des Tiefenprofils der Probe
entlang der Z-Achse entsteht eine zweidimensionale Ansicht des Biofilms. Die Anreihung
dieser zweidimensionalen Aufnahmen resultiert schlieflich in einer 3D-Aufnahme des
Biofilms. Die Bilder wurden an festen Positionen am Anfang, in der Mitte und am Ende der
Anode aufgenommen, mit Fiji (ImageJ Version 1.53/2.1.0) verarbeitet und im Anschluss das
Biofilmvolumen bestimmt (Bauer ef al. 2019; Hackbarth ef al. 2020). Die Biofilmporositét
wurde durch Subtraktion der mittleren Biofilmhéhe vom bestimmten Biofilmvolumen und

anschlieBender Teilung des Ergebnisses durch die mittlere Biofilmhohe berechnet.
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2.5.5 Metagenomanalyse

Fiir die metagenomische Analyse des Biofilms wurden die Bioanoden nach dem Experiment
entnommen und bei -20 °C gelagert. Zur Extraktion der genomischen DNA wurde ein 1-2 cm?
grofles Stiick aus den Bioanoden herausgeschnitten oder der Biofilm von der Graphitplatte
abgekratzt und die DNA mit dem Qiagen DNeasy PowerBiofilm-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gemédll den Anweisungen des Herstellers isoliert. Die Gesamtkonzentration und
Reinheit der extrahierten DNA wurde mit einem NanoDrop 2000 Spektrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) und dem Qubit dsDNA Assay Kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) gemessen. Anschlieend wurden 400 ng DNA je Probe fiir das Native
Barcoding Kit 24 V14, SQK-NBD114.24 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK)
verwendet. Die Sequenzierung erfolgte mit einem MinlON MkIb und einer R10.4.1
FlieBzelle unter Verwendung der MinKNOW Software v.22.10.7 (Oxford Nanopore
Technologies, Oxford, UK).

2.6 Modellbildung und Implementierung

Die individuellen Modellstrukturen sowie die zugehorigen Verfahren zur Prozesssimulation
und Parameterabschitzung wurden in Matlab (The MathWorks, Inc., USA, Version 2020b)
implementiert und durchgefiihrt. Matlab ist ein Programm zur Berechnung und Simulation
von komplexen mathematischen Strukturen, womit mathematische Probleme selbst definierter

Modellsysteme auf Grundlage von Matrizenrechnungen geldst werden konnen (Stein 2015).

2.6.1 Modell des Biogasprozesses

In dieser Arbeit wurde die Simulation der Biogasproduktion mit dem massenbasierten ADM1
auf Basis von Riibensilage durchgefiihrt. Der dazu verwendete Datensatz wurde vom DBFZ
zur Verfiigung gestellt und basiert auf Laborexperimenten unter Verwendung von
Riibensilage mit einem Reaktorvolumen von 35 L. Im Allgemeinen bildet das ADM1 die
Grundlage fiir die Simulation des Prozesses (Batstone et al. 2002; Batstone 2006). In diesem
Ansatz werden Modellparameter und Eingangswerte mit der Bezugseinheit des chemischen
Sauerstoffbedarfs benétigt. Diese Messgrofle erschwert jedoch den praxisnahen Einsatz des
Modells, weshalb eine Modellstruktur mit massenbasierter Bezugseinheit von Weinrich und
Nelles (2021b) eingefiihrt wurde. Die in dieser Arbeit verwendete Modellstruktur und die
resultierende Petersen-Matrix des massenbasierten ADMI1 mit festen stochiometrischen

Bilanzen von Weinrich (2017) sind in den Tabellen 9-11 dargestellt.
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Zusammengefasst besteht das massenbasierte Modell aus 19 Prozessen mit 34
Stoffkomponenten und beinhaltet 52 Parameter sowie Differentialgleichungen erster Ordnung
(Weinrich und Nelles 2021b). Die Simulation des ADM1 folgt dem Ansatz eines idealen
kontinuierlich betriebenen Riihrkessels. Eine Anderung der geldsten Komponenten S; (g L)
oder der ungeldsten Komponenten X; (gL') wurde {iiber eine entsprechende
Massenbilanzgleichung berechnet (Gl.15, 16) (Weinrich 2017). Neben der Fest-Fliissigphase
wurde ebenfalls die Gasphase bilanziert (G1.17) (Weinrich 2017).

as;  qin
dt ~ Vg ( Lin l) jp] Vij = Pr,j Gl.15
dX; Qin
dt Vi, ( Lin l) jpj Vi,j Gl.16
ngasi ang Vliq
dt Vyas gas,t Vyas Pr,j Gl.17

Hierbei bleibt das Reaktionsvolumen Vj;, (L) konstant, da der Zulauf g;, (L d!) gleich dem
Ablauf in einem kontinuierlich betriebenen Riihrkessel bzw. einem Chemostat entspricht. Die
kinetische Reaktionsrate und der stochiometrische Ertragskoeffizient wurden jeweils mit p;
(gL' d") und v; j(g g!) dargestellt. Das Volumen in der Gasphase entspricht Vgas (L), Pr,;
steht flir die kinetische Transferrate und qg445 (L d!) fiir den austretenden Volumenstrom des

Gases. Im Allgemeinen wurde die kinetische Reaktionsrate aus der Monod-Kinetik der

Komponente X; und einer Inhibierungsfunktion I; berechnet (GI1.18) (Weinrich 2017).

Si

— XL )

Pj = HUm,;i-’

In einem anaeroben Biogasprozess kann das Wachstum und auch die Produktbildung der
Mikroorganismen durch unterschiedliche Komponenten gehemmt werden. Diese Effekte
wurden mit einer Inhibierungsfunktion abgebildet. Diese kann sich aus mehreren Funktionen
verschiedener Inhibierungsterme zusammensetzen, welche in Tabelle 11 dargestellt sind. In
der Regel setzt sich die Funktion aus einer Inhibierungskontante K, (g L') und der

Konzentration einer hemmenden Komponente S; (g L™') zusammen (G1.19) (Weinrich 2017).

Ki

I = Gl.19
OK+ S
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Zusétzlich wurden in dem Modell pH-Inhibierungsfunktionen auf Basis einer Hill-
Inhibierungsgleichung I, ; verwendet (Siegrist et al. 2002; Rosen et al. 2006), weshalb
untere pHy; ; und obere pHy;, ; pH-Grenzen des jeweiligen Prozesses definiert wurden (G1.20,

21) (Weinrich 2017).

Kn,i .
| A —" - G1.20
pH,I ] , .
K;;;Ji + S0
PHyLitPHLLi
KpH,L' =10 2z Gl.21

Die Berechnung des pH-Wertes wurde anhand einer Ionenbilanzierung der Kationen und
Anionen sowie der Dissoziationsprodukte der organischen Sduren und der Puffersysteme
durchgefiihrt (Tabelle 11). Allgemein wurden die Dissoziationsprodukte S;- (g L") durch eine
kinetische Dissoziationsrate k,p ; (L mol™ d!) und einer Dissoziationskonstante K, ; (mol L)

der gelosten Komponente S; (g L) berechnet (G1.22) (Weinrich 2017).
pj = kag;i* (Si- - (Kai + Sy+) — Kai * S0) Gl.22

Der Stoffaustausch zwischen der Fliissig- und Gasphase wurde iliber das Henry-Gesetz
berechnet. Betrachtet wurden die Biogasbestandteile an Methan, Kohlendioxid und
Wasserstoff. Der Phaseniibergang wurde durch den stoffspezifischen Henry-Koeffizienten bei

38°C, einem Stoffiibergangskoeffizienten k;a (d!), dem Partialdruck in der Gasphase Pgas,i
und der Konzentration in der Fliissigphase S; ermittelt (G1.23) (Weinrich 2017).

Prj = kLa ) (Si - KH,i ) pgas,i) Gl.23

Der Fluss der Biogaserzeugung qg44s (L d') wurde aus dem Gesamtdruck Dgas (bar) der
einzelnen Gase, dem Atmosphdrendruck pge, (bar) und einem Rohrreibungskoeffizient k.,

(L bar! d!) berechnet (G1.24) (Thamsiriroj und Murphy 2011; Weinrich 2017).

p
Qgas = kp : (pgas — Datm) * pgi Gl.24

atm



Material und Methoden 41

Standardwerte der Modellparameter des massenbasierten ADM1 mit fester Stochiometrie sind
im Anhang in Tabelle A5 gelistet.

Bei der Integration des Modells der MEZ in das massenbasierte ADM1 wurde die
Bilanzierung der simulierten Acetatkonzentration angepasst. Dazu wurde die MEZ als ein
Acetatverbraucher angenommen, weshalb das Modell mit einer minimalen Verbrauchsrate
von 0,4 g L' d”!, einer mittleren Rate von 1,2 g L' d"! und einer maximalen Verbrauchsrate
von 2 gL!d! durchgefiihrt wurde. Diese Aufnahmerate von Acetat fiir einen anodisch
elektroaktiven Biofilm wurde anhand von Versuchs- und Simulationsdaten gewahlt (Korth et
al. 2020; Zarabadi et al. 2019; Zhu et al. 2013). In den nachfolgenden Tabellen 9 und 10
wurde die Peterson-Matrix angepasst und die MEZ als zuséitzlicher Acetatverbraucher in der
Bilanzierung eingefiigt. Im Gesamtmodell wurde fiir die Simulation der MEZ die Nernst-

Monod-Gleichung genutzt (Marcus ef al. 2007; Hamelers et al. 2011) .



Tabelle 9: Modellstruktur des massenbasierten ADM1 mit fester Stochiometrie und integrierter MEZ (Weinrich 2017).

Komponente i — 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Prozessrate
Prozessj | Ssu Saa Sfa Sva Shu Spro Sac Sha Scna Sic Sin Shzo pj !
1 Hydrolyse X, 1,111 -0,1111 kenXen
2 Hydrolyse X, 1 kpr Xpr
3 Hydrolyse X;; 0,1348 0,9511 -0,0293 -0,0566 ki Xy
S
4 AcidogeneseSs,, -13,2724 0,9113 2,2734 4,8975 0,3047 4,4571 -0,1506 -0,4211 s — Xl
KS,su + Ssu
S
S AcidogeneseS,, -11,5665 1,8371 2,3289 0,5380 6,1053 0,1230 2,8335 2,1033 -5,3026 ,um,aa$Xaa1aa
KS,aa + Saa
. Sfa
6 Acidogenese Sy, -8,2136 14,5554 0,8376 -0,7246 -0,1506  --7,3043 Umfa— o Xralfa
KS,fa + Sfa
Sva XU[ZS'UG,
7 Acetogenese S, -11,5757 7,9149 6,4459 0,4188 -0,5594 -0,1506 -3,4940 Hmva va
KS,va + Sva Sva + Sbu
8 Acetogenese S, -12,9817 16,6347 0,5584 -0,3891 -0,1506 -4,6718 Sou XpuSou I
g bu 5 s s > s s Aum,bu KS,bu + Sbu Sbu + Sva bu
S
9 Acetogenese Spro 23,3892 18,1566  1,8392 13,1283  -0,1506  -10,5843 tmpro o Xprolpro
Ks,pro + Spro
S
10 Methanogenese S, -26,5447 6,7367 18,4808  -0,1506 0,4778 Umac — % Xulae
Ks,ac + Sac
S
11 Methanogenese Sy, -2,9703  5,5548  -17,1839  -0,1506 13,7499 Hm,n2 LXMIM
Ksn2 + Sna
MEZ -1 QMEZ,ac
12 Zerfall X, kaecXsu
13 Zerfall X4 kaecXaa
14 Zerfall Xy, KaecXfa
15 Zertall X, KaecXva
16 Zerfall Xy, kaecXpu
17 Zerfall X, kaecXpro
18 Zerfall X, kagecXac
19 Zerfall Xp,; kaecXn2

USPOYIQIA pUn [BLISIBIA]

(44



Tabelle 10: Modellstruktur des massenbasierten ADM1 mit fester Stochiometrie und integrierter MEZ (Weinrich 2017).

Komponente i — 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Prozessrate
Prozess j | Xen Xpr Xy Xsu Xaa Xfa Xva Xpu KXpro Xac Xn2 pjl
1 Hydrolyse X, -1 kenXen
2 Hydrolyse X, -1 kpr Xpr
3 Hydrolyse X;; -1 ki Xy
4 AcidogeneseSg, 1 Hm,su Lxsulsu
" Kssu + Ssu
5 AcidogeneseS,, 1 Hm,aa #Xaalaa
Ksaa + Saa
6 Acidogenese Sy, 1 Hmfa mxfalfa
Sva XvaSva
7 Acetogenese Sy, 1 Hmva Ksva + Sva Sva + Sou Lyq
Sbu KpuSpu
8 Acetogenese Sy, 1 Hm,bu Kspu + Soa Soe + Sva Ipy
9 Acetogenese Spr, 1 Hm,pro Spéxpm Ipro
Kspro + Spro
10 Methanogenese S 1 Hm,ac ancl ac
Ksac + Sac
11 Methanogenese Sy, 1 Hm,h2 mxhzlhz
MEZ qmEZz,ac
12 Zerfall X, 0,19 0,77 0,04 -1 kgecXsu
13 Zerfall Xqq 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXaa
14 Zerfall Xz, 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXra
15 Zerfall X, 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXva
16 Zerfall Xy, 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXpy
17 Zerfall X, 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXpro
18 Zerfall X, 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXac
19 Zerfall Xy, 0,19 0,77 0,04 -1 kaecXn2

USPOYISJA PUN [BLISJBIA]

197



Tabelle 11: Modellstruktur des massenbasierten ADM1 mit fester Stochiometrie sowie algebraischer Gleichungen (Weinrich 2017).

Komponente i — 8 9 10 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 Prozessrate
Prozess j | Sha Scha Sic San- Scat+ Sva Sphu Spro_ Sac- Sheos~ Sun3 Sgas,hz Sgas,ch4 gas,co2 pj !
20 Dissoziation S, -1 kapva(Sva- (Ka,va + SH+) — KovaSva
21 Dissoziation S, -1 kap pu(Spu~ (Ka,bu + 5H+) — Ko puSpu
22 Dissoziation Sy, -1 kap pro (Spro-(Ka,pro + SH"') — Ko proSpro
23 Dissoziation S, -1 kapac(Sac- (Ka,ac + 51—1+) — KaacSac
24 Dissoziation S -1 kg co2 (Shco3_(Ka,co2 + SH+) — Kac025i1c
25 Dissoziation S;y -1 Kap,iv(Snnz~(Kan + Su+) = KaanSiw
V.
26 Phaseniibergang Sj,, -1 qu kra(Sh2 — 2Ky naPn2)
gas
. Vliq
27 Phaseniibergang S.p4 -1 v kia(Scha — 16Ky cnaDena)
'gas
. Vliq
28 Phaseniibergang S, -1 % kra(Scoz — 2Ky co2Pn2)
gas
Inhibierungsfunktionen pH-Wert

Iy =lgq = pH,uaIIN,lim

Ip‘ro = pH,uaIIN,lithZp‘ro

SIN

I L= —
IN,lim SIN + KS,IN

I _ Kl,hz,p‘ro
hzpro Kl,hz,pro + ShZ

Knaa

PpH,aa
Naa Naa
Kpiaa + Syt

Nac
KpH,ac

IpH,au =

I = —
pH,ac TMac TNac
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2.6.2 Modell der mikrobiellen Elektrolysezelle

Um ein BES in der Ausfiihrung als MEZ mathematisch zu beschreiben, wurde ein
vereinfachtes kinetisches Modell verwendet. Es wurden Experimente einer Co-Kultivierungen
im 3-Elektroden-Drehscheiben-Reaktor durchgefiihrt und die Datensitze als Grundlage fiir
das Prozessmodell der MEZ verwendet (Knoll e al. 2023). Um diesen Prozess anhand von
Polarisationskurven und Potentialinderungen im System darzustellen, wurden die Butler-
Volmer-Monod (BVM; GI.25) und die Nernst-Monod-Gleichung (NM; G1.26) angewendet
und miteinander verglichen (Hamelers et al. 2011). Grundlegend bestehen diese Gleichungen
aus einem ersten Term, der die Potentialabhédngigkeit der Stromdichte beschreibt und dem

Monod-Term, der die Abhiangigkeit vom Substrat definiert.

F
I 1-e RT S Gl1.25
= Imax’ F F ’
Ky e ORTT+ K, e RTT+ 1 R F +S

F
Ky-e @ ORTN 4K, e RT"+1

1 S Gl1.26
[= Tiax F '<K +s)
1+e'RT(E'EKA) S

In der BVM-Gleichung wird die Stromdichte als Funktion des Uberpotentials 1 berechnet,
wobei dieses als Ea — Esp definiert ist (Hamelers ef al. 2011). Dabei entspricht Ea dem
Anodenpotential (V) und Esp dem Redoxpotential des Substrats (V), wie beispielhaft Acetat.
In der NM-Gleichung wird das Anodenpotential mit E dargestellt, wobei Eka fiir das Potential
bei der Halfte der maximalen Rate steht, wenn I = 0,5 Imax ist. Dies entspricht einem Potential
von -0,155 V gegeniiber der Standard-Wasserstoffelektrode (SHE) (Torres ef al. 2008). Mit F,
R und T wurden die Faraday-Konstante (96485 C mol™), die ideale Gaskonstante (8,314 J
mol! K'') und die Temperatur (303 K) miteinbezogen.

Der Wert des Ubertragungskoeffizienten o liegt zwischen 0-1, betriigt jedoch typischerweise
fiir die meisten elektrochemischen Reaktionen 0,5 (Maurya et al. 2022). Der Parameter K,
beschreibt den Prozess der Geschwindigkeit der biochemischen Reaktion im Vergleich zur
elektrochemischen Reaktion, wohingegen K> das Verhéltnis der Vorwirts- zur Riickreaktion
der Redoxkomponente im BES beschreibt (Hamelers et al. 2011). Das Substrat wird mit S
dargestellt und die Substrataffinitdt wird mit Ky und Ks beschrieben. Bei diesem Ansatz ist
neben dem Anodenpotential die maximale resultierende Stromdichte Imax ein wesentlicher

limitierender Faktor fiir die Berechnung der Stromdichte I.
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2.6.3 Modell der Produktion von Plattformchemikalien

Es wurde ein mathematisches Modell verwendet, um die vom TMI der TUHH zur Verfligung
gestellten heterotrophen und autotrophen experimentellen Daten der Produktion von Acetoin
und 2,3-Butandiol zu simulieren. Die heterotrophen Experimente wurden im Minimal-
Medium 81 von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
bei 30°C mit 20 mM Fruktose durchgefiihrt. Die autotrophen Versuche wurden im Minimal-
Medium 81 bei 30°C mit einer Gasmischung aus 80 % H, 5% CO2, 15% O in einer
Gasdichten 1L Flasche mit einem Fliissigvolumen von 50 mL durchgefiihrt. In den
Versuchsdurchfiihrungen wurden gentechnisch verdnderte C. necator-Stimme verwendet.

Die Versuchsdaten dienten als Grundlage der Modellvalidierung. Dazu wurden die
Modellstrukturen  individuell —an  die  Prozessbeobachtungen der jeweiligen
Produktionsprozesse der genetisch verdnderten C. necator-Stimme angepasst. Das Modell
bietet eine Struktur, um Zellwachstum unter Verwendung der Monod-Kinetik, der Synthese
von Acetoin und 2,3-Butandiol sowie Gleichgewichtsreaktionen und die Aufnahme und

Ubertragung von Gasen fiir die autotrophen Prozesse zu bestimmen.

Heterotrophes Prozessmodell

Aus den experimentellen Messwerten der heterotrophen Versuchsdurchfiihrung ging ein
Wachstum der Zellen bei einem Verbrauch von Fruktose als Substrat hervor. Zuséitzlich
wurde die Produktion von zwei Produkten, Acetoin und 2,3-Butandiol nachgewiesen, welche
mit dem Zellwachstum und dem verbrauchten Substrat zusammenhing. Nachdem das Substrat
fast vollstdndig aufgebraucht war, konnte eine Abnahme der Zellen sowie eine Riickreaktion
von 2,3-Butandiol zu Acetoin festgestellt werden. In einer weiteren experimentellen
Durchfiihrung wurde eine Wachstumshemmung ab einer 2,3-Butandiolkonzentration von
10 mM nachgewiesen. Diese Prozessbeobachtungen wurden in einer mathematischen
Modellstruktur beriicksichtigt und abgebildet.

Das heterotrophe Prozessmodell wurde aus vier Differentialgleichungen (G1.27, 28, 29, 30)
zur Berechnung der Biomasse, der Substrat- und Produktkonzentrationen aufgebaut, welche
in acht kinetischen Raten néher beschrieben werden und in Tabelle 12 zusammengefasst sind.
Das Modell basiert auf der Monod-Kinetik zur Beschreibung der Wachstumsrate p (h™') von
Zellen X (gznien L) in Abhéngigkeit vom verwendeten Substrat csz (g L"), einschlieBlich
einer Substrataffinitétskonstante Ksp (gL') (GL31). Um den Effekt der Zelllyse in
Abhingigkeit der Substratkonzentration darzustellen, wurde ein Ansatz mit einer minimalen

und einer maximalen Lyserate mit fg i (h™') und gy max (h™') angegeben (G1.35) (Kern et al.
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2016). Um eine initiale Verzogerung des Wachstums oder der Produktion zu beschreiben,
wurde ein Term als Exponentialfunktion der Zeit t;44 (h) (G1.34, 35) eingefiigt (Aehle et al.
2012). Unter Beriicksichtigung einer Produktinhibition der Zellen durch Butandiol wurde ein
Inhibitionsterm verwendet, der die Wachstumskinetik und Zelllyse {iber eine
Produktinhibitionskonstante K; 5 (g L") beeinflusst (G1.32, 36) (Mulchandani und Luong
1989). Die spezifische Aufnahmerate der Zellen von Fruktose gz (g gzelien” h™') wurde durch
die Wachstumsrate und einem Ausbeutekoeffizienten der Biomasse aus der Substrataufnahme
Yx r (€zlien g) beschrieben (G1.33).

Aus den Ausbeutekoeffizienten der Produktion von Acetoin Yy 4 (gzten g) und 2,3-Butandiol
Yx 5 (Ezlien g') wurden die spezifischen Produktionsraten von Acetoin gp 4 (g gzelien'h™") und
2,3-Butandiol gpp (g guellen” h™') berechnet (Gl.34, 37). Dieser Ansatz der spezifischen
Produktbildungsraten wurde aus Chmiel ef al. (2018) entnommen. Eine Riickreaktion von
2,3-Butandiol zu Acetoin wurde im Falle einer Substratlimitierung beriicksichtigt, wie sie in
den experimentellen Daten beobachtet wurde (Gl.38). Dabei wurde die maximale
Aufnahmerate von 2,3-Butandiol als gp jax (g gxlien” h™') mit einer Affinitéitskonstante Kp g
(gL"), einem Ausbeutekoeffizienten von Acetoin aus 2,3-Butandiol Y5 (g g') und in
Abhingigkeit der vorliegenden 2,3-Butandiolkonzentration beschrieben. Dieser Ansatz

basiert auf einer dhnlichen Struktur wie der Monod-Kinetik.

Tabelle 12: Prozessmodell der heterotrophen Durchfiihrung als Batch.

Differentialgleichungen

dx 27 dcp g (29)
- X A — X
dt (u = pa) dt dp.a
dCS F (28) dCP B (30)
—=—qsr" X —=qpp-X
dt ’ dt ’
Kinetische Raten
Cs,F o (1) _ . S,F (35)
U= Unax" ot Ker - (1 — ettag) Mg = Hamin T Hdmax Kep + cop
, L X
Cs,F o K g (32) S.F CpB (36)
= . 2 (1 — tiag) . , Uqg = U o+ u . .
H Hmax CS,F + KS,F ( € g) KI,B + CP,B d dmin dmax KS,F + CS,F CP,B + KI,B
H (33) H (37
qsF = 3 dpB = 7
’ Yy r ’ Y5
U Cp,B
dpa = Yoa (34) qp.aB = YaB * 9B/max oot Kop (38)

Autotrophes Prozessmodell

Aus den experimentellen Messwerten der autotrophen Versuchsdurchfiihrung ging eine
Abnahme der Zellen iiber den Versuchszeitraum hervor. Es wurde ein Verbrauch der

gasformigen Substrate, Wasserstoff, Sauerstoff und Kohlendioxid nachgewiesen, was zu einer
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Produktbildung von Acetoin und 2,3-Butandiol fiihrte. Nachdem das Kohlendioxid verbraucht
war, konnte eine Hin- und Riickreaktion zwischen Acetoin und 2,3-Butandiol festgestellt
werden. Sobald zusétzlich Sauerstoff verbraucht war, wurde eine Reaktion von Acetoin zu
2,3-Butandiol beobachtet. Diese Prozessbeobachtungen wurden in einer mathematischen
Modellstruktur beriicksichtigt und abgebildet.

Das autotrophe Prozessmodell ist in Tabelle 13 zusammengefasst und umfasst neun
Differentialgleichungen sowie 15 kinetische Raten, die im Vergleich zum heterotrophen
Modellansatz zusédtzlich die Aufnahme und den Transfer von Gas-Substraten berticksichtigen.
Die Berechnung der Konzentrationen der gelosten Gase CO2, Oz und Hz als c¢o, 1, Co,,15 Ch, 1
(mol L) (G1.45, 46, 47) wurden aus der Gasiibertragungsrate und der Gasaufnahmerate iiber
einen Stoffiibergangskoeffizienten k a (h'), den Gleichgewichtskonzentrationen Cco,» €0,
Cp, (mol L) und unter Beriicksichtigung eines Ausbeutekoeffizienten der Biomasse Yx co,»
Yx0,> Yx,n, (Gzelien mol!) zur Gasaufnahme durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurden die
Henry-Konstanten He, , Hp, , Hy, (mol L° Uatm™) in Abhingigkeit der Temperatur bei 30°C
und Atmosphérendruck P (atm) berechnet, um die entsprechenden Gasloslichkeiten c¢o,, Co,,
cp, mit ihren Partialdriicken in der Gasphase cco,q, Co,g» Ch,g (G159, 60, 61) zu
beschreiben (Sander 2023). Die Partialdriicke wurden mit Hilfe des idealen Gasgesetzes aus
der Gasiibertragungsrate, dem Fliissigkeitsvolumen V; (L), dem Gasvolumen V; (L), der
idealen Gaskonstante R (8,314 J mol' K') und der Temperatur T (303,15 K) berechnet
(Gl.42, 43, 44).

Die Wachstumsrate und Zelllyse wurden in Abhingigkeit zu den verfiigbaren gelosten Gasen
gesetzt, die durch ihre zugehorigen Affinititskonstanten Ko, , Ko, , Ky, (mol L!) beschrieben
wurden (Gl.48, 49). Sobald ein Gas verbraucht war, wurden die kinetischen Raten mit
weiteren Formeln berechnet (G1.57, 58), um weiterhin einen Verbrauch der noch verfiigbaren
Gase bestimmen zu konnen. Die Hinreaktion von Acetoin zu 2,3-Butandiol wurde durch die
maximale Aufnahmerate von Acetoin Gfiamax UNd  Gr2amax (8 Geellen ' h), die
Affinitétskonstanten Krq 4 und Kpp 4 (g L), sowie der Ausbeutekoeffizienten Yr1,5,4 und
Yrapa (8 g’!) berechnet (G1.53, 55, 62, 63). Dahingegen wurde die Riickreaktion von 2,3-
Butandiol zu Acetoin Uber die maximale Aufnahmerate von 2,3-Butandiol ¢, pmax
(g grellen W), eine Affinitétskonstante K, 5 (g2 L") und einem Ausbeutekoeffizienten Y, 4 5
(g g’!) beschrieben (G1.54, 56). Diese Ansitze basieren auf einer dhnlichen Struktur wie der
Monod-Kinetik. Nach Bedarf wurden die Differentialgleichungen (G1.40,41) mit den

spezifischen Ratengleichungen zur Beschreibung der Hin- und Riickreaktionen
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(GL.53, 54, 55, 56, 62, 63) angepasst und als individuelle Modellstruktur fiir jeden Datensatz
durch die verschiedenen Stimme implementiert.

Die Henry-Konstanten der Gase sind bei Temperaturdnderungen nicht konstant, weshalb
diese im autotrophen Modell fiir 30°C mit Gleichung 64 berechnet wurden (Sander 2023). Die

Referenztemperatur wird mit 7© (298,15 K), die Henry-Konstante der Referenztemperatur

mit H 59 und eine entsprechende Konstante mit B (K) beschrieben (Sander 2023).
1 1
Hy, = HE - exp(B( ~ =5) Gl.64

Tabelle 13: Prozessmodell der autotrophen Durchfiihrung als Batch.

Differentialgleichungen

ax (39) dcy V."R-T (44)
Y -y x — 2=~k (ci, — AYE
dt (1 = pa) dt kua- (i, = Cmy) Ve - P
dCP,A (40) dCO 1 * K (45)
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dep g 1) dcco, K (46)
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Co,,1 Cco,,1 50 o, 58
z ) . (50) Ha,switen = MHamin T Hamax * — ©8)

co,1 + Ko, ¢co,i + Kco, Ch,i+ Ku,

Ha = Hamin T Hdmax

co,1 + Ko, cco,it+ Kco, Co,1 + Ko,
CH,,1 CH,,1
CHZ,Z + KHZ cHz'l + KHZ
dpa = (51) Cf*)z =Co,g° p- HOz (59
’ Yy
qpp = M (52) Céoz = Cco,9 " P Heo, (60)
’ Yy 5
Cp,a 53 0, = “P-H 6l
qfl,A = qfl,A,max . m ( ) CHz CHz-.g H, ( )
_ ___ Cpp (54) _ .__Cpra (62)
9r,B = 9r,Bmax crp+Kig dr2,A = 4df2,4max Chat KfZ,A
qr1,84 = Yfl,B,A “qdr1.4 (55 qdf2,BA = YfZ,B,A “df2,4 (63)
Qr,a8 = YraB " 9rB (56)

2.6.4 Parameteridentifikation

Verfahren der numerischen Identifikation von Modellparametern ermoglichen es, ein
individuelles Prozessverhalten sowie einen Verlauf von Messgroen realitidtsnah anhand der
aufgestellten Modellstrukturen darzustellen. Das Verfahren der Modellparameteranpassung
benotigt als Grundlage einen experimentellen Datensatz. Dazu wurden im ersten Schritt der

Simulationsdurchfiihrung die Anfangswerte des Modelleingangs sowie Startwerte der
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unbekannten Prozessparameter festgelegt. Im Anschluss konnte die Simulation zum Losen
der Differentialgleichungen der Modellstruktur durchgefiihrt werden. Hierbei wurde in jedem
Iterationsschritt die Abweichung zwischen den Messwerten und den Simulationsergebnissen
bestimmt, mittels einer Zielfunktion zusammengefasst und bewertet. Die gesuchten
Modellparameter wurden in diesem numerischen Optimierungsverfahren schrittweise
angepasst, um eine moglichst geringe Abweichung des Modells von den experimentellen
Messgroflen zu erreichen.

Zusétzlich konnte eine Monte-Carlo basierte Unsicherheitsanalyse der Parameteranpassung
durchgefiihrt werden, um Verdanderungen in der Parameterverteilung zu bestimmen (Arndt et
al. 2021; Moser et al. 2021). Um die Parameter optimal anzupassen und die
Modellabweichung effektiv zu minimieren, ist es wichtig, die richtige Zielfunktion zu wéhlen,
die Startwerte der Prozessparameter sorgfiltig zu bestimmen und das Optimierungsverfahren
der Modellstruktur zu beriicksichtigen oder anzupassen. Eine Ubersicht des allgemeinen

Ablaufs der Herangehensweise wurde in Abbildung 12 dargestellt.

Modelleingang € Anfangswerte !

b
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1
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Abbildung 12: Herangehensweise bei der Parameteranpassung mittels experimenteller Daten der
implementierten Modellvarianten in Matlab.
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Numerische Losung von Differentialgleichungen

Das Ldsen von gewohnlichen Differentialgleichungen erster Ordnung basiert auf numerischen
Verfahren durch eine nédherungsweise Berechnung der gesuchten Losung (Shampine und
Reichelt 1997). Die Berechnung erfolgt iiber die Integration eines vorgegebenen Zeitintervalls
und einer gegebenen Anfangsbedingung der Startwerte (Schweizer 2013). Bei jedem Schritt
wendet der Loser einen bestimmten Algorithmus auf die Ergebnisse der vorherigen Schritte
an, wobei im ersten Schritt die Anfangsbedingung die notwendigen Informationen liefert, um
die Integration voranzutreiben.

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich der numerische Loser odel5s in Matlab genutzt. Dieser
Loser basiert auf einem Mehrschrittverfahren variabler Ordnung von 1 bis 5 und verwendet
ein numerisches Differentationsverfahren (Shampine und Reichelt 1997). Dieser eignet sich
vor allem fiir die Berechnung von steifen Differentialgleichungen, wenn alternative Loser

ineffizient funktionieren (Schweizer 2013).

Optimierungsverfahren der Modellparameter

Das Prinzip eines Optimierungsverfahren in Matlab beruht auf der Anwendung von
numerischen Optimierungsalgorithmen, um die Werte von Variablen zu optimieren. Dies
geschieht auf der Grundlage der zuvor gewidhlten und definierten Zielfunktion, die maximiert
oder minimiert werden soll. Zusétzlich konnen Nebenbedingungen in Form von Grenzwerten
der Parameter vorgegeben werden. In diesem Verfahren wird das lokale Optimum in der
nahen Umgebung der entsprechenden Startwerte oder innerhalb eines definierten
Wertebereichs identifiziert (Walters et al. 1991).

In Matlab kann zwischen verschiedenen Optimierungsalgorithmen gewidhlt werden. Fiir das
Modell des Biogasprozesses wurde die iterative Optimierungsmethode fminsearch benutzt.
Diese Funktion sucht ohne Nebenbedingungen nach dem Minimum eines nichtlinearen
Optimierungsproblems und basiert auf einem Simplexverfahren nach der Nelder-Mead
Methode (Nelder und Mead 1965; Lagarias ef al. 1998). Diese Funktion wurde aufgrund ihrer
vergleichsweise einfachen Anwendbarkeit zur Parameteranpassung der komplexen
Modellstruktur des Biogasprozesses verwendet.

Das Modell der Produktion von Plattformchemikalien wurde mit der Optimierungsmethode
fmincon berechnet. Diese Funktion sucht iterativ nach dem Minimum eines nichtlinearen
Optimierungsproblems auch unter Erflillung von definierten Nebenbedingungen. Dazu
verwendet der Algorithmus das Innen-Punkt-Verfahren (Byrd et al. 1999; Byrd et al. 2000).

Bei der Verwendung der Funktion fmminsearch kann es unter Umstdnden zu negativen Werten
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der Parameteranpassung an mehrere Messgro3en kommen. Um dies zu verhindern, wurde als
Optimierungsmethode fmincon gewdhlt und Grenzwerte der Parameter festgelegt.

In dem Modell der MEZ wurde die Optimierungsmethode Isgnonlin angewendet. Dieser
Algorithmus basiert auf dem Trust-Region-Reflektionsverfahren und minimiert die
quadratische Summe zwischen den beobachteten und den modellierten Daten auch unter
Erflillung gegebener Nebenbedingungen (Coleman und Li 1994; Coleman und Li 1996).
Dieser eignet sich vor allem fiir die Bestimmung von nichtlinearen Optimierungsproblemen.
Diese Funktion liel sich vergleichsweise einfach fiir die Parameteranpassung einer

Messgrofle unter Verwendung von Grenzwerten etablieren.

Zielfunktion

Die Zielfunktion in einer Modellierung hat die grundlegende Bedeutung, die Gesamtleistung
oder Qualitdt des Modells zu bewerten (Donoso-Bravo et al. 2011). Sie dient als Kriterium,
welches optimiert oder minimiert werden soll, um das Modell an die vorliegenden Daten oder
Bedingungen anzupassen. Als Zielfunktion J,;, wurde die Minimierung und Berechnung der
Fehlerquadratsumme zwischen den simulierten Werten y; und den experimentellen Daten y;

definiert (GL62).

n
Job = z,_ll(ys — ¥’ GL62

l

Die Berechnung der Zielfunktion kann zusitzlich durch parameterspezifische Gewichte w;
erginzt werden. Dadurch kann der Einfluss von verschiedenen Wertebereichen der
Messgroflen bei der Parameteranpassung beriicksichtigt werden (Donoso-Bravo et al. 2011).
Gewichtungsfaktoren wurden hinzugefiigt, um experimentelle Messgroflen wie Biomasse,

Substrat- oder Produktkonzentrationen an das Modell anzupassen (G1.63).

n
Job = Z 1Wi|(ys - ¥)?l G1.63
i

Um das Ergebnis der Modellanpassung bewerten zu kdénnen, wurde das Bestimmtheitsmal3 R?
verwendet. Dieses Giitekriterium wird aus dem Restwert von 1 minus dem Verhiltnis der
quadrierten Differenzen zwischen den experimentellen Daten y; und den simulierten Daten y;
sowie den quadrierten Differenzen zwischen den experimentellen Daten und dem Mittelwert

der experimentellen Daten y; berechnet (Nash und Sutcliffe 1970; Arndt et al. 2021). Bei
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einem Bestimmtheitsma3 von 1 entsprechen die simulierten Daten einer vollstdndigen
Ubereinstimmung mit den gemessenen experimentellen Daten (Moser et al. 2021). Ein Wert
von 0 bedeutet, dass die Modellvorhersagen dem Mittelwert der beobachteten Daten
entsprechen, wohingegen ein negativer Wert auftritt, wenn das Modell schlechter als der

beobachtete Mittelwert ist (Mozumder et al. 2014).

n . 2
R2 1 Y1 (i —¥s) GLed

2ie (i — ¥)?

Monte-Carlo basierte Unsicherheitsanalyse

Zur Erstellung einer Unsicherheitsanalyse und der Darstellung der modellparametrischen
Unsicherheit der Prozessvariabilitdt wurden Unsicherheitsbander bestimmt (Loucks und van
Beek 2017). Die Gesamtheit der moglichen Ergebnisse und die zugehdrigen
Eintrittswahrscheinlichkeiten wurden in 1000 Simulationen betrachtet. Dabei wurden Modell-
Eingangswerte mit einer normalverteilten Standardabweichung von 5 % versehen, wobei die
Funktion prctile in Matlab verwendet wurde, um den Mittelwert sowie die 10 %- und 90 %-

Quantile jeder Modellparameterverteilung zu berechnen.

Sensitivitdtsanalyse

Das Ziel der Sensitivititsanalyse ist es zu beschreiben, wie groB der Einfluss von Anderungen
der Modelleingabewerte auf die Ausgabewerte des Modells ist (Loucks und van Beek 2017).
Es handelt sich somit um die Untersuchung der Gewichtung von Ungenauigkeiten bzw.
Unsicherheiten bei der Modellierung. Dazu wurde ein Modellparameter in 1000 Simulationen
mit einer normalverteilten Standardabweichung von 20 % variiert, wahrend die anderen
Parameter als konstant betrachtet wurden. Durch die Variation der Wahrscheinlichkeits-
verteilungen der Eingaben konnte die Sensitivitit dieser Verteilungen auf die Ausgabe-
verteilungen bestimmt werden (Loucks und van Beek 2017). Dazu wurden die Verdnderung
und die relative Breite der Parameter- (AP) und Ausgabeverteilung (Q) im 80 %-Intervall
bezogen auf den gemittelten Parameterwert (Py) betrachtet. Ein Parameter wurde bei einem

Wert von 5 % als Sensitiv (Spg) eingestuft und mit Gleichung 65 berechnet.

P Q(Py + AP) — Q(Py — AP)
Pe ™ 2AP

GL.65
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2.6.5 Substratcharakterisierung fiir das Biogas-Modell

Fir die Anwendung des Modells des anaeroben Abbauprozesses ist es notwendig, die
bendtigten Eingangswerte auf Basis des dazugegebenen Substrates zu bestimmen. SchlieBlich
konnen die Eigenschaften des eingesetzten Substrates einen erheblichen Einfluss auf die
Modellrechnung ausiiben, weshalb eine Substratcharakterisierung zur Bestimmung des
Modelleingangs wichtig ist. Der hier verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur Verfiigung
gestellt und basiert auf Laborexperimenten unter Verwendung von Riibensilage.

Die Charakterisierung erfolgte auf der Grundlage der Methodik von Weinrich und Nelles
(2021a). Von Bedeutung sind hierbei fermentierbare Néhrstoftklassen bzw. die

Konzentrationen der partikulédren Bestandteile von Kohlenhydraten x.,, Proteinen x,,, und

Fetten x;; (g L"). Diese wurden nach den Gleichungen 66-68 bestimmt (Weinrich et al.
2021).

Xen =TS DXC - pryy - 1072 G1.66
Xpr =TS DXP * pgpy - 1072 GL.67
x;; =TS DXL - pppy - 1072 GL.68

Die Berechnung erfolgte iiber einen aus dem bereitgestellten Datensatz gemessenen
Gesamtfeststoffgehalt TS (%) des gefiitterten Substrats, den verdaubaren Kohlenhydraten
DXC, Proteinen DXP und Fetten DXL (g kg™! TS) sowie einer Dichte der Frischmasse pgy, mit
1 kg L' (Weinrich et al. 2021). Die verdaubaren Nihrstoffe wurden mittels Literaturangaben
von bereits charakterisierter Riibensilage bestimmt (Weinrich und Nelles 2015; Weinrich und
Nelles 2021a). Die zusétzlich fiir den Modelleingang bendtigten Werte fiir gelosten Stickstoff
Sin» Acetat S,c, Propionat S,,.,, Butyrat Sp,,, Valerat S, (g L) sowie Kationen S, .+ und
Anionen S,,,- (mol L) wurden ebenfalls aus Literaturangaben iibernommen (Weinrich und

Nelles 2015; Weinrich et al. 2021; Weinrich 2017).
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3. Ergebnisse

Es wurde die energetische und stoffliche Nutzung von biobasierten Abfillen wie Riibensilage
und Urin anhand von zwei verschiedenen Prozessausfiihrungen untersucht. Dazu wurde die
Verwendung einer MEZ mit einer definierten Co-Kultur aus S. oneidensis und
G. sulfurreducens in Kombination mit den biologischen Abbauprozessen einer Biogasanlage
fiir eine flexible Biogas- und Wasserstofferzeugung in einem mathematischen Prozessmodell
betrachtet. Hierzu sollte eine Elektrodenregelung fiir unterschiedliche Anodenpotentiale und
damit eine Steuerung der Biogas- und Wasserstoffproduktion etabliert werden. Der anfallende
Wasserstoff und das Kohlendioxid konnten anschlieend in Plattformchemikalien {iberfiihrt
werden, wofiir ein autotrophes Prozessmodell entworfen wurde. Die beteiligten Prozesse
MEZ, Biogaserzeugung und autotrophe Produktion wurden in drei separaten Prozessmodellen
betrachtet, validiert und in einem Gesamtmodell demonstriert. Zusétzlich sollte untersucht
werden, ob Urin als Substratquelle in einer MEZ mit einer definierten Co-Kultur verwendet

werden kann.

3.1  Energetische und stoffliche Nutzung einer flexiblen Biogasproduktion

In diesem Abschnitt wird der Prozess einer flexiblen Biogasproduktion aus Riibensilage zur
energetischen und stofflichen Nutzung in einem mathematischen Prozessmodell betrachtet.
Durch die Integration einer MEZ in den Biogasprozess soll dieser stabilisiert werden und eine
Steuerung des Elektronenflusses je nach Bedarf hin zur Wasserstoffproduktion oder zur
Biogaserzeugung ermoglichen. Die entstehenden Gase der anaeroben Girung und des MEZ-
Prozesses konnen dann in einem autotrophen Prozess in eine Wertchemikalie iiberfiihrt
werden. Dazu wurden die einzelnen Prozesse in drei separaten Prozessmodellen validiert und
im Anschluss in einem Gesamtmodell dargestellt, wie in Abbildung 13 gezeigt wird.

Zu Beginn wurde das mathematische Prozessmodell der MEZ entworfen und die Steuerung
des Elektronenflusses untersucht. Darauffolgend wurde das Modell der Biogaserzeugung auf
Basis von Riibensilage betrachtet und validiert. Es wurde danach die Produktion von
Plattformchemikalien sowohl heterotroph als auch autotroph in verschiedenen
Prozessmodellen simuliert. AbschlieBend wurde die Kombination der MEZ mit dem

Biogasprozess gezeigt und simuliert.
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Abbildung 13: Darstellung des Prozesses einer flexiblen Biogasproduktion. Der Biogasprozess wird mit einer
MEZ kombiniert, wodurch mithilfe einer Elektrodenregelung die Biogas- und Wasserstoffproduktion gesteuert
werden konnen. Der entstehende Wasserstoff und das Kohlendioxid kénnen im Anschluss in einem autotrophen
Prozess mit einem angepassten Mikroorganismus in Plattformchemikalien umgewandelt werden. Erstellt mit
BioRender.com.

3.1.1 Prozessmodell der mikrobiellen Elektrolysezelle

In einem 3-Elektroden-Drehscheiben-Reaktor, welcher in Abschnitt 2.3.3 beschrieben ist,
wurden Versuche einer Co-Kultur aus S. oneidensis und G. sulfurreducens durchgefiihrt und
als Grundlage zur Validierung des Prozessmodells der MEZ genommen (Abbildung 14). Zu
Beginn wurde in einer linearen Sweep-Voltammetrie der Einfluss verschiedener angelegter
Potentiale auf die Mikroorganismen und der damit verbundenen Stromdichte untersucht.
Danach wurde die Robustheit des Systems getestet, indem der Elektronenfluss durch eine
Variation des Potentials manipuliert wurde. AbschlieBend wurde mit dem entworfenen
Prozessmodell eine zu erwartende Stromdichte bei einem bestimmten Potential vorhergesagt

(Knoll et al. 2023).

organische
Séduren

Abbildung 14: Betrachtung und Modellbildung der MEZ zur Entwicklung einer Elektrodenreglung in einem
separaten Prozessmodell, welches fiir den Prozess einer flexiblen Biogaserzeugung eingesetzt werden kann.
Erstellt mit BioRender.com.
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Nach einer anfianglichen Wachstumsphase wurde eine lineare Sweep-Voltammetrie
durchgefiihrt. Dabei wurde das angelegte Anodenpotential von 0,24 V gegen eine SHE in
Schritten von 0,25 mV s™! auf -0,26 V gesenkt (Sweep down) und anschlieBend mit derselben
Schrittweite erhoht (Sweep up) und dabei die Stromdichte gemessen, welche in Abbildung 15
dargestellt sind.

Sweep down Sweep up
1,6 1,6
1,4 1.4
1,2 1 1,24
h &
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0,24 0,2 4
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-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0.2
Potential [V vs. SHE] Potential [V vs. SHE]
Stromdichte - - - - 10/90 Quantil BVM Anpassung - - - - 10/90 Quantil NM Anpassung

Abbildung 15: Die gemessene Stromdichte in Korrelation zu verschiedenen Anodenpotentialen bei der
Durchfiihrung einer linearen Sweep-Voltammetrie mit einer Schrittrate von 0,25 mV s, Dazu sind die
Modellanpassungen des Butler-Volmer-Monod (rot) und des Nernst-Monod-Modells (griin) zur Beschreibung
der experimentellen Messwerte dargestellt (Knoll et al. 2023). Die gestrichelten Linien stellen die 10 % und
90 % Quantile der Simulation dar.

Bei der Verringerung des Potentials wurde bei einem Potential von - 0,24 V eine Stromdichte
von 0 A m™ gemessen und folglich als ein Elektronenfluss von 0 % der Mikroorganismen zur
Anode betrachtet. Beim linearen Sweep mit steigendem Potential wurde eine geringfiigige
Abweichung zu einem etwas negativeren Wert gemessen, welcher bei - 0,26 V lag. Aus den
resultierenden Messkurven der linearen Sweep-Voltammetrie wurde das BVM-Modell und
das NM-Modell angewendet und angepasst. Beide Modelle sind in der Lage, die Messwerte
der Stromdichten der Polarisationskurven fiir einen linearen Sweep mit steigendem oder
sinkendem Potential passend zu beschreiben. Im direkten Vergleich zeigte das BVM-Modell
insgesamt eine bessere Anndherung zur Berechnung der Stromdichten als das NM-Modell.
Das Bestimmtheitsmal3 fiir den Sweep down betrug fiir das NM-Modell 0,98 und fiir das
BVM-Modell 0,99.

Im Anhang in Abbildung A4 ist die Anpassungsgiite der linearen Sweep-Voltammetrie
zwischen simulierten Werten und Messwerten dargestellt. Die fiir die Modelle angepassten

Parameter und erzielten Bestimmtheitsmalle sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Eine
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Sensitivitdtsanalyse der einzelnen Parameter auf das Ergebnis der simulierten Stromdichte im
Bereich der Plateauphase zeigte eine hohe Sensitivitit von 68,7 %-79,9 % der Parameter der
maximalen Stromdichten in den Modellen. Im Vergleich dazu konnten alle weiteren
Parameter bis auf o mit nur 3,5 %-3,8 % ebenfalls als sensitiv auf das Resultat der simulierten
Stromdichte der Polarisationskurven eingestuft werden. Eine Ubersicht der Werte der

Sensitivitdtsanalyse findet sich im Anhang in Tabelle A3.

Tabelle 14: Parameter der Anpassung der Messwerte der linearen Sweep-Voltammetrie mit dem BVM und dem
NM-Modell (Knoll et al. 2023).

Anpassung Lnax [A m? a Esp / Exa[V] K, K> R?
BVM

Sweep down 1,338 0,55 —0,241 2,13 7,98 0,99
Sweep up 1,376 0,55 —0,264 2,81 8,34 0,99
NM

Sweep down 1,299 -- -0,160 -- -- 0,98
Sweep up 1,332 - ~0,177 - - 0,97

Die Stromdichten und der daraus resultierende Elektronenfluss der MEZ sind direkt mit dem
angelegten Potential verbunden. Als Grundsatzbeweis wurden die Stromdichten auf 20 % und
50% des zuvor bestimmten Elektronenflusses gesenkt, indem die zugehodrigen
Anodenpotentiale angelegt wurden, welche in Bezug zu einer stabilen Stromdichte von
1, 2Am? bei 0,2V als 100 % Elektronenfluss des Systems gestellt wurden. Die dazu
angelegten Potentiale von -0,2 V und -0,17 V fiir 20 % und 50 % der Stromdichte wurden aus
dem Datensatz der linearen Sweep-Voltammetrie entnommen und jeweils fiir Zeitriume von
2, 4 und 8h angelegt und von einem 8h Intervall bei 100 % des Elektronenflusses
unterbrochen. Diese resultierenden Verldufe sind in Abbildung 16 dargestellt. Im Verlauf der
Stromdichte bei 20 % des Elektronenflusses betrug die durchschnittliche Stromdichte
0,5 Am?. Dahingegen lag diese bei einem Elektronenfluss von 50 % bei 0,75 A m™.
AuBerdem dauerte es etwa 1,5 h, bis sich die gemessenen Stromdichten bei den reduzierten
Anodenpotentialen stabilisierten, wohingegen eine stabile Stromdichte bei 100 %
Elektronenfluss ohne Anpassungszeit beobachtet wurde. Die experimentellen Daten und
Beobachtungen beziiglich des angelegten Potentials und die resultierenden Stromdichten

wurden mit beiden Modellansdtzen beschrieben und ausgewertet.
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Abbildung 16: Einfluss von Potentialverdnderungen auf die Leistung des Elektronenflusses bei 20 % und 50 %
(Knoll et al. 2023). Die Anpassung der Stromdichten bei unterschiedlichen Potentialen erfolgte mit dem BVM
(rot) und dem NM-Model (griin). Die Potentiale fiir 20 % und 50 % Elektronenfluss wurden fiir 2, 4 und 8 h
angelegt und mit einem 8 h Intervall bei 100 % Elektronenfluss getrennt. In Hellgrau ist die Standardabweichung
der Stromdichten dargestellt.

Die Anwendung des BVM und des NM-Modells zeigte eine passende Anndherung und
Beschreibung der experimentellen Daten bei niedrigen und hoher angelegten
Anodenpotentialen. Im BVM-Modell wurde eine Stromdichte von 0,50 A m™ fiir 20 % des
Elektronflusses und 1,16 Am? fiir 100 % des Elektronenflusses simuliert. Dahingegen
wurden im Verlauf bei 50 % und 100 % des Elektronenflusses Stromdichten von 0,79 A m™
und 1,08 A m™ berechnet. Mit dem NM-Modell konnte eine Stromdichte von 0,51 A m™ bei
20 % und 1,15 A m™ bei 100 % des Elektronenflusses simuliert werden. Im Verlauf wurden
bei 50 % und 100 % des Elektronenflusses Stromdichten von 0,79 A m™ und 1,08 A m? und
damit vergleichbar zum BVM-Modell berechnet. Allerdings stellte sich in den Simulationen
direkt nach einer Potentialdinderung eine konstante Stromdichte ein und konnte die
Anpassungsphase der Zellen bei reduzierten Potentialen nicht beschreiben. Im Anhang in
Abbildung A4 ist die Anpassungsgiite der Potentialwechsel zwischen simulierten Werten und
Messwerten dargestellt. Es zeigte sich, dass beide Modelle mit R>-Werten von 0,93-0,94 zur
Bestimmung der Stromdichte bei Potentialinderungen geeignet sind. Bei der
Parameteranpassung wurden durch eine individuelle Anpassung der Prozessmodelle an die
einzelnen Messwertsdtze unterschiedliche Werte fiir die Parameter bestimmt. Auffillig sind
die in der Simulation mit steigendem Potential groer werdenden Terme der
Substrataffinitéitskonstanten (Tabelle 15). Eine Ubersicht der angepassten Parameter der
maximalen Stromdichte Imax, dem Transferkoeffizienten o, dem Redoxpotential von Acetat
Esp, dem Potential bei halb maximaler Stromdichte Exa, den Konstanten K; und K> und der

Substrataffinitdt Km bzw. Ks der Simulationen sind ebenfalls in Tabelle 16 aufgelistet. Aus
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einer Sensitivititsanalyse der Parameter auf das Ergebnis der simulierten Stromdichten im
Bereich des Elektronenflusses von 100 % ergab sich eine Sensitivitit von 54,1 % -62 % der
Parameter fiir die maximalen Stromdichten in den Modellgleichungen. Die weiteren
Parameter wurden als nicht sensitiv auf das Ergebnis der Stromdichte bei den
Potentialanderung eingestuft. Die Werte der Sensitivitétsanalyse sind im Anhang in Tabelle

A3 zusammengefasst.

Tabelle 15: Parameter der Anpassung der Messwerte bei Potentialwechsel zu 20 % und 50 % Elektronenfluss
mit dem BVM und dem NM-Modell.

Anpassung Inx[Am?] o Es/ExalV] Ki K, Ku/Ks[mM] R?

BVM

20 % 1,164 0,55 —-0,282 3,00 8,45 0,08 0,94
50 % 1,084 0,45 —-0,284 1,46 18,0 0,11 0,94
NM

20 % 1,160 - -0,197 -- -- 0,08 0,93
50 % 1,083 - —0,195 -- -- 0,09 0,94

Die aus den Simulationen resultierenden Parameteranpassungen wurden genutzt, um die
Stromdichte bei moglichen Anderungen der angelegten Potentiale zu bestimmen. Dazu wurde
gemil Abbildung 17 die Stromdichte bei einem Elektronenfluss von 35 % mit dem BVM-
Modell bei Potentialen von -0,189 V und 0,2V berechnet. AnschlieBend wurden die
Simulationsergebnisse mit den experimentellen Messwerten der Stromdichten bei 20 % und

50 % Elektronenfluss verglichen.
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Abbildung 17: Simulation der Stromdichte bei 35 % Elektronenfluss unter Verwendung des BVM-Modells im
Vergleich zu den simulierten Daten (links) und den experimentellen Messwerten (rechts) bei Potentialinderung
zu 20 % und 50 % des Elektronenflusses (Knoll ef al. 2023).
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Die Stromdichte fiir 35 % Elektronenfluss betrug 0,63 Am™ und 1,12 A m? fiir 100 % des
Elektronenflusses. Damit entsprachen die Stromdichten annidhernd den zu erwartenden
Mittelwerten der Stromdichten zwischen den Messwerten bei 20 % und 50 % des
Elektronenflusses. AuBerdem wurden die berechneten Stromdichten mit den zuvor
simulierten Stromdichten verglichen und zeigten ebenfalls eine mittige Einordnung. Die fiir
die Simulation verwendeten Parameter wurden aus dem Durchschnitt der angepassten
Parameter des BVM-Modells und des NM-Modells fiir 20 % und 50 % des Elektronenflusses
berechnet und sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.

Tabelle 16: Angepasste Parameter fiir das BVM-Modell anhand der simulierten Ergebnisse bei 20 % und 50 %
des Elektronenflusses zur Bestimmung von Stromdichten bei Anderungen des Potentials.

Anpassung Inn[Am?] o Es/ExalV] Ki K, Ku/Ks[mM]

BVM 1,124 0,50 -0,283 2,23 13,2 0,096

NM 1,122 - -0,196 - - 0,090

3.1.2 Prozessmodell der Biogasproduktion

Um ein Prozessmodell einer flexiblen Biogasproduktion mit der Integration einer MEZ
beschreiben zu konnen, muss zundchst der anaerobe Abbauprozess abgebildet werden
(Abbildung 18). Zur Simulation und Beschreibung des anaeroben Abbauprozesses wurde das
in Abschnitt 2.6.1 beschriebene massenbasierte ADM1 mit fester Stochiometrie als

mathematisches Prozessmodell verwendet.

Abbildung 18: Simulation und Beschreibung der Biogaserzeugung in einem separaten Prozessmodell auf Basis
von Riibensilage. Das Biogasmodell diente als Grundlage fiir die Beschreibung des Gesamtmodells einer
flexiblen Biogasproduktion mit einer integrierten MEZ. Erstellt mit BioRender.com.

Damit soll eine Simulation des erzeugten Biogases sowie der anfallenden organischen Séuren
in den charakteristischen Abbaustufen des Biogasprozesses ermoglicht werden. Der dazu

verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und basiert auf
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Laborexperimenten unter Verwendung von Riibensilage. Die experimentellen Daten wurden
zur Validierung und zur Parameteranpassung des Modells genutzt. Zusétzlich wurde das
angepasste Modell mit der Simulation aus Standardparametern des ADM1 verglichen.

Zu Beginn wurden die fermentierbaren Niahrstoffanteile, wie im Abschnitt 2.6.5 der
Substratcharakterisierung  beschrieben, bestimmt und zur Charakterisierung der
EingangsgroBen des Simulationsmodells verwendet. Fiir die Eingangsgrofen der Riibensilage
wurden die entsprechenden Konzentrationen der einzelnen Sduren und zusétzliche Anionen
und Kationen aus Referenzangaben iibernommen. Die Zustandsgrofen der fermentierbaren
partikuldren Bestandteile flir die néhrstoffspezifischen Reaktionskonstanten wurden aus den
zur Verfligung gestellten Daten und aus Referenzangaben wie in Abschnitt 2.6.5 beschrieben,
bestimmt. Die Eingangsgroflen sind im Anhang in Tabelle A2 gelistet. Nach Berechnung der
Substrateingangswerte wurde die Simulation des massenbasierten ADM1 mit vorgegebenen
Modellparametern durchgefiihrt und mit den experimentellen Messwerten verglichen. In
Abbildung 19 sind die Biogasproduktionsraten der Messwerte im Vergleich zu den

simulierten Werten {iber einen Zeitraum von 130 Tagen dargestellt.
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Abbildung 19: Vergleich der Biogasproduktionsrate anhand von Messwerten und der simulierten Werte aus dem
massenbasierten ADM1 und dem Modell mit angepassten Parametern iiber einen Zeitraum von 130 Tagen. Der
hier verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und basiert auf Laborexperimenten unter
Verwendung von Riibensilage.

Die Biogasproduktionsrate verlief dhnlich zur Raumbelastung des Systems, welche im
Anhang in Abbildung A6 dargestellt ist. Mit steigender Fiitterungsrate nahm auch die
Biogasproduktion aus Abbildung 19 bis zu 30 Tagen zu. Bei Abnahme der Raumbelastung
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unter Anhdufung von organischen Séduren und einer Abnahme des pH-Wertes sank die
Biogasproduktionsrate, bis sich diese Werte wieder stabilisierten. Der Verlauf der
Biogasproduktionsrate wurde bereits durch das massenbasierte ADMI1 mit einem
Bestimmtheitsmall von 0,31 anndhernd beschrieben, bildet aber insgesamt ein zu geringes
Biogasbildungspotential ab. Folglich wurde eine Parameteranpassung von 20 kinetischen
Parametern des ADM1, darunter maximale Wachstumsraten, Halbséttigungskonstanten und
Reaktionskonstanten, mithilfe des Datensatzes durchgefiihrt. Durch die Anpassung der
Modellparameter wurde mit einem R>-Wert von 0,43 eine verbesserte Anniherung der
Biogasproduktionsrate zu den Messwerten erhalten. Aus der Simulation der Modellanpassung
wurde eine durchschnittliche Biogasproduktionsrate von 84,3 L d! iiber den gesamten
Zeitraum berechnet. Damit bildet die Simulation 95 % des Wertes aus den Messwerten ab,
welche eine durchschnittliche Biogasproduktionsrate von 88,8 L d! aufwies. Die Simulation
des massenbasierten ADMI1 ohne eine Parameteranpassung zeigte eine mittlere
Biogasproduktionsrate von rund 75,7 L d' und entspricht somit 82 % der Rate aus den
Messwerten. Die mittleren Biogasproduktionsraten sind in Abbildung 20 dargestellt, um die

Simulationsergebnisse mit den Messdaten vergleichen zu kdnnen.
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Abbildung 20: Vergleich der mittleren Biogasproduktionsraten der experimentellen Daten, des massenbasierten
ADMI1-Modells und der Modellanpassung iiber einen Zeitraum von 130 Tagen. Der experimentelle Datensatz
wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und basiert auf Laborexperimenten unter Verwendung von
Riibensilage.

Des Weiteren wurden neben der Biogaszusammensetzung aus Methan und Kohlendioxid auch
der pH-Wert und die produzierten organischen Sduren aus der Acidogenese und der
Acetogenese iiber einen Zeitraum von 130 Tagen im Simulationsmodell modelliert und mit

den zur Verfiigung gestellten Messwerten in Abbildung 21 verglichen. Fiir das massenbasierte
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ADMI1 ohne Parameteranpassung zeigten sich insgesamt kaum Schwankungen in den

Verldufen der Messgrof3en.
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Abbildung 21: Vergleich der Simulationsergebnisse aus dem massenbasierten ADM1 und dem Modell mit an
den Messwerten angepassten Parametern iiber einen Zeitraum von 130 Tagen. Der hier verwendete Datensatz
wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und basiert auf Laborexperimenten unter Verwendung von

Riibensilage.

Bei der Biogaszusammensetzung wurde in der Simulation ein hoherer Anteil an Methan

verglichen zu Kohlendioxid berechnet, wobei der Methananteil mit 51,5 % deutlich geringer
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als die realen Messwerte mit 57 % waren. Verglichen dazu lag der Methananteil nach
Anpassung der Parameter im Modell mit 50 % etwas niedriger. Jedoch konnten durch die
Simulation mit angepassten Modellparametern dynamischere Konzentrationsverldufe fiir alle
Messgroflen berechnet werden. Somit zeigte sich auch im Verlauf des pH-Wertes eine
deutlichere Dynamik und Abnahme bei gleichzeitiger Zunahme der anfallenden organischen
Sduren nach 20 Tagen. Die Schwankungen des pH-Wertes lagen allerdings nur in einem
Bereich geringfiigig unterhalb des neutralen Punktes.

Bei Betrachtung der Konzentrationsverldufe der organischen Sduren wurden mit dem
massenbasierten ADM1 ohne Parameteranpassung sehr geringe Konzentrationen berechnet.
Mit der Modellanpassung zeigten sich von Beginn an deutliche Zunahmen der organischen
Séuren aus der Acidogenese fiir Valerat, Butyrat und Propionat. Diese Sduren wurden nach 40
Tagen langsam abgebaut. Aus der Modellanpassung gingen bessere Bestimmtheitsmalle
zwischen den Messwerten und den simulierten Werten der organischen Sduren hervor. Fiir
Valerat wurde eine Anpassungsgiite von 0,28 verglichen zu -1,19 im Modell ohne
Parameteranpassung erzielt. Fiir Butyrat und Propionat wurde in der Modellanpassung ein R?
von 0,06 und 0,75, verglichen mit einem R? von -0,91 und -0,73 erreicht. Im Verlauf der
Acetatkonzentration zeigte sich nach 40 Tagen eine stetige Zunahme der Konzentration in der
Simulation der Acetogenese bei gleichzeitiger Abnahme der Siuren aus der Acidogenese.
Diese Zustandsgrofle wurde in der Modellanpassung mit einem Bestimmtheitsmal3 von -0,68
im Vergleich zur Simulation des ADM1 ohne Parameteranpassung mit einem R? von -1,26
bestimmt und konnte somit die Messwerte des Prozesses passender abbilden. Um zu
versuchen, den Verlauf der Acetatkonzentration besser beschreiben zu kénnen, wurden die
Startwerte der Parameteranpassung und entsprechende Gewichtungsfaktoren in der
Zielfunktion variiert. Es war jedoch nicht mdglich, die Akkumulation von Acetat nach 30
Tagen mit dem Modell passend abzubilden.

Die Bestimmtheitsmafle aus den Simulationen des massenbasierten ADMI1 und der

Modellanpassung sind zur Ubersicht in Tabelle 17 aufgelistet.

Tabelle 17: Vergleich der BestimmtheitsmaBe als R? der Simulationen des massenbasierten ADM1 und aus der
Modellanpassung bezogen auf die Messwerte.

Anpassungsgiite R?
ADM1 Modellanpassung ADM1 Modellanpassung
Biogas 0,31 0,43 Valerat -1,19 0,28
CHas -5,23 -6,43 Butyrat -0,91 0,06
CO2 -0,27 -0,83 Propionat -0,73 0,75

pH -0,23 -0,41 Acetat -1,26 -0,68
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Im direkten Vergleich zeigt sich, dass anhand der Modellanpassung eine passendere
Abbildung der Messwerte wiedergegeben werden konnte. Von groBBer Bedeutung ist vor allem
die Anpassungsgiite der Biogasproduktionsrate sowie der organischen Sduren, welche
verbessert werden konnte.

Die angepassten Parameter aus dem Simulationsmodell sind zum Vergleich mit den
Modellparametern des ADMI1 in Tabelle 18 aufgelistet. Bei der Anpassung der
Reaktionskonstanten wurden groBere Hydrolyseraten der Kohlenhydrate und Proteine und
eine niedrigere Hydrolyserate der Fette ermittelt, was mitunter vom verwendeten Substrat
abhingt. Die Anpassung der maximalen Wachstumsraten zeigte fiir die acidogenen
Séurebildner und fiir die sdureabbauenden Mikroorganismen zum Teil deutlich geringere
Werte. Da es sich um Anpassungsparameter des Modells handelt, sollten daraus keine

Riickschliisse auf den Metabolismus gezogen werden.

Tabelle 18: Vergleich der Modellparameter des massenbasierten ADM1 (Weinrich 2017) und der angepassten
Parameter aus der Modellanpassung.

Maximale Wachstumsraten Halbsiittigungskonstanten Reaktionskonstanten
[d'] [gL'] [d']
ADMI Modell- ADMI Modell- ADMI Modell-
anpassung anpassung anpassung

Um su 3 0,64 Ks oy 0,47 0,20 ken 0,25 0,81
Um.aa 4 0,27 Ks qa 0,2 0,08 kpr 0,2 0,37
Um,fa 0,36 0,27 Ksfa 0,14 0,06 ki 0,1 0,06
Umva 1,2 0,23 Ksva 0,10 0,05 kgec 0,02 0,09
Um,bu 1,2 0,50 Ks pu 0,11 0,15

HUm,pro 0,52 0,12 Ks pro 0,07 0,05

Umac 0,4 0,29 Ks ac 0,14 0,40

Hm,h2 2,1 1,91 Ks na 8,8:107 1,1-107

3.1.3 Prozessmodell der Produktion von Plattformchemikalien

Zur Simulation der Produktion der Plattformchemikalien Acetoin und 2,3-Butandiol wurde
ein heterotrophes und ein autotrophes Prozessmodell entwickelt, die in Abschnitt 2.6.3 bereits
beschrieben wurden. Dies erfolgte auf Grundlage von zur Verfiigung gestellten
experimentellen Daten des TMI der TUHH. In den Prozessmodellen wurde dementsprechend
der heterotrophe Produktionsprozess auf Basis von Fruktose und der autotrophe
Produktionsprozess zur stofflichen Nutzung von Wasserstoff und Kohlendioxid simuliert

(Abbildung 22). Dazu wurden die Modellstrukturen individuell an die Prozessbeobachtungen
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der jeweiligen Produktionsprozesse der gentechnisch verdnderten C. necator-Stimme

angepasst. Die bereitgestellten Versuchsdaten wurden fiir die Modellvalidierung genutzt.

organische
Sduren

2,3-Butandiol

Abbildung 22: Modellentwicklung der autotrophen Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol. Das autotrophe
Prozessmodell wurde zur stofflichen Nutzung von Wasserstoff und Kohlendioxid entwickelt. Erstellt mit
BioRender.com.

Heterotropher Prozess

Die experimentellen Daten des heterotrophen Prozesses sind in Vergleich zu den
Modellanpassungen der jeweiligen Messgroflen in Abbildung 23 dargestellt. Abgebildet sind
Wachstumskurven und die Konzentrationen von Fruktose, Acetoin und 2,3-Butandiol der drei
untersuchten budC-Varianten von K. pneumoniae, K. aerogenes und E. cloacae in C. necator.
Die experimentellen Messwerte der heterotrophen Versuchsdurchfiihrung zeigten ein
Zellwachstum bei Verbrauch von Fruktose als Substrat. Zusitzlich wurde die Produktion von
zwel Produkten Acetoin und 2,3-Butandiol nachgewiesen, die mit dem Zellwachstum und
dem verbrauchten Substrat zusammenhing. Nach fast vollstindigem Substratverbrauch konnte
eine Abnahme der optischen Dichte und eine Riickreaktion von 2,3-Butandiol zu Acetoin
gemessen werden. Insgesamt konnten mit dem heterotrophen Prozessmodell aus Abschnitt
2.6.3 die Kurvenverldufe der drei untersuchten Varianten passend beschrieben werden. Mit
Abnahme des Substrats an Fruktose konnte das Modell eine Zunahme der optischen Dichte
und der Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol berechnen. Sobald das Substrat nach rund
60 h aufgebraucht war, trat eine Abnahme der optischen Dichte in den Verldufen ein.
Gleichzeitig wurde eine Riickreaktion von 2,3-Butandiol zu Acetoin durch das Prozessmodell
abgebildet.

Solange Fruktose vorhanden war, zeigte budC (K. pneumoniae) bis 58 h die hdochste
Akkumulation von Acetoin mit 0,97 g L™! und budC (E. cloacae) die hdchste Konzentration
an 2,3-Butandiol mit 0,90 g L'!. Mit den Verldufen der Modellanpassung fiir die Produktion

von Acetoin und 2,3-Butandiol konnte bei budC (K. pneumoniae) ein Bestimmtheitsmal3 von



Ergebnisse

68

0,98 und 0,99 erzielt werden. Die simulierte Acetoinkonzentration betrug 0,99 g L' nach
58 h. Im Vergleich dazu ergab sich die Simulation der budC (E. cloacae) Variante ein R? der

Acetoinproduktion von 0,96 und fiir 2,3-Butandiol von 0,98.
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Abbildung 23: Vergleich der Simulationen der Prozessmodelle der budC-Varianten aus verschiedenen
Organismen unter heterotrophen Bedingungen in C. necator Stimmen. Es sind die optischen Dichten und die
Substratwerte sowie die Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol fiir a) pBBR1 budC (K. pneumoniae) b)
pBBR1 budC (K. aerogenes) und c) pBBR1 budC (E. cloacae) dargestellt. Die experimentellen Daten wurden
vom TMI zur Verfligung gestellt.
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Die simulierte 2,3-Butandiolkonzentration betrug 0,90 g L' nach 58 h. Fiir budC (K.
aerogenes) zeigte die Simulation ein Bestimmtheitsmall von 0,99 und 0,94 fiir jeweils
Acetoin und 2,3-Butandiol. Im Anhang in Abbildung A7 sind zur Veranschaulichung ein
Vergleich der simulierten Werte mit den Messwerten im heterotrophen Prozessmodell
dargestellt. In Tabelle 19 sind zur Ubersicht die BestimmtheitsmaBe zu den jeweiligen

MessgroBlen aus den Verldufen der drei Varianten aufgelistet.

Tabelle 19: Vergleich der BestimmtheitsmaBle der Simulationen des heterotrophen Prozessmodells anhand
Messdaten verschieden modifizierter C. necator Stimme.

Besti hei 8 Stamm
es“mmliz eltsma pBBR1_budC pBBR1_budC pBBR1_budC
(K. pneumoniae) (K. aerogenes) (E. cloacae)
Optische Dichte 0,94 0,85 0,95
Fruktose 0,99 0,99 0,99
Acetoin 0,98 0,99 0,96
2,3-Butandiol 0,99 0,94 0,98

Des Weiteren wurden die Produktivititen der unterschiedlichen Varianten berechnet und in
Tabelle 20 zwischen den experimentellen Daten und den simulierten Ergebnissen verglichen.
Es zeigte sich aus den experimentellen Daten die hochste Gesamtproduktivitit bei budC
(E. cloacae) mit einer vergleichsweise geringen Produktivitdt fiir Acetoin. Im Gegensatz dazu
war die Gesamtproduktivitit aus der Simulation fiir budC (E. cloacae) um 6 % geringer als
bei der budC (K. pneumoniae) Variante. Dies zeigte sich auch bei den maximalen
Gesamtproduktivititen anhand der simulierten Ergebnisse. Bei der budC (K. aerogenes)
Variante wurde die niedrigste Produktivitét fiir 2,3-Butandiol berechnet. Diese betrug aus der
Simulation nur etwa die Hilfte der 2,3-Butandiolproduktivitdt von budC (E. cloacae).

Zudem wurde eine Sensitivititsanalyse der angepassten Modellparameter auf die Ergebnisse
des Prozessmodells durchgefiihrt. Die Ergebnisse fiir jede budC-Variante sind im Anhang in
den Tabellen A8-A10 dargestellt. Es zeigte sich, dass der Modellparameter der maximalen
Wachstumsrate den grofiten Einfluss auf die Resultate der optischen Dichte und die
Konzentrationen von  Fruktose, Acetoin und 2,3-Butandiol hat. Auch die

Ausbeutekoeffizienten des Substrats und der Produkte zeigten einen sensitiven Einfluss.
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Tabelle 20: Maximale Produktivititen von Acetoin und 2,3-Butandiol der verschiedenen Stimme mit
unterschiedlichen budC-Varianten im heterotrophen Prozess. Gezeigt werden die Werte aus den experimentellen
Daten und der Simulationsdaten zum gleichen Zeitpunkt. Zusétzlich sind die maximalen Produktivitdten aus der
Simulation iiber den gesamten Verlauf genannt.

Produktivitit [mg L' h']

Experimentelle Daten Simulationsdaten
Stamm Acetoin  2,3-Butandiol =~ Gesamt Acetoin  2,3-Butandiol =~ Gesamt
16,17 10,65 26,82
budC 15,93 10,76 26,69
(K. pneumoniae) max.: 16,53 10,78 27,31
13,01 7,33 20,34
budcC 13,73 8,56 22,29
(K. aerogenes) max.: 14,39 7,51 21,9
10,52 14,70 25,22
budc 12,23 15,04 27,27
(E. cloacae) max.: 12,41 14,75 27,16

Im heterotrophen Prozessmodell wurden 12 Parameter angepasst, welche in Tabelle 21 zu
finden sind. Zum direkten Vergleich werden die angepassten Modellparameter der
verschiedenen Stdmme mit den unterschiedlichen budC-Varianten ebenfalls aufgefiihrt. Im

Anhang sind in Tabelle A7 die Modellparameter der 10 % und 90 % Quantile abgebildet.

Tabelle 21: Angepasste Modellparameter des heterotrophen Prozessmodells der verschiedenen Stimme mit
unterschiedlichen budC-Varianten.

Stamm
Parameter pBBR1_budC pBBR1_budC pBBR1_budC
(K. pneumoniae) (K. aerogenes) (E. cloacae)
M (0] 4,40-107 5,00-10 4,61-107
B min 0] 6,26-10° 1,59-10° 1,22-10°¢
Hgmax [0 4,90-10° 6,39:10° 5,02:10°
Yy r [gretien g'] 10,0-107 10,7-10 8,3-10
Yya [Zeetien '] 0,49 0,43 0,76
Yy p [geetien '] 0,43 0,71 0,27
Yuplge'] 1,03 0,98 1,04
Ksr[gL'] 0,55 1,68 0,90
Kpp[gL'] 1,03-1073 1,12 1,03-10°
D max |8 Sretlen” 171] 1,68:10 1,63:107 2,49-107
tiag [h] 6,00 2,43:10° 6,00
Spmin [8L7'] 5,00-10° 5,55-10 5,02:102

Autotropher Prozess

Von besonderem Interesse ist die Anwendung dieser Produktionsstimme unter autotrophen
Bedingungen, da sie die stoffliche Nutzung von Gasen wie Wasserstoff und Kohlendioxid
ermoOglichen. Daher wurden die beiden leistungsfahigsten Varianten, budC (K. pneumoniae)

und budC (E. cloacae) entsprechend den experimentellen Daten unter autotrophen
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Bedingungen simuliert. Aufgrund von sehr niedrigen Biomasseproduktionsraten wurden die
Versuche als Zellsuspension mit einer ODgoo von 4 durchgefiihrt, was im Modell
beriicksichtigt wurde. Die experimentellen Daten des autotrophen Prozesses sind in

Abbildung 24 im Vergleich zu den Modellanpassungen der jeweiligen Messgrof3en

dargestellt.
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Abbildung 24: Vergleich der Simulationen der autotrophen Prozessmodelle mit verschiedenen budC-Varianten
aus verschiedenen Organismen unter autotrophen Bedingungen in C. necator Stimmen. Es sind die optischen
Dichten, die Gasmengen sowie die Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol fiir pBBR1 budC (K.
pneumoniae) und pBBR1 _budC (E. cloacae) dargestellt. Die experimentellen Daten wurden vom TMI zur
Verfiigung gestellt.
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Zu sehen sind die Produktkonzentrationen von Acetoin und 2,3-Butandiol sowie die optischen
Dichten iiber einen Zeitraum von bis zu 550 h. AuBlerdem sind die Verldufe der Gasanteile
von CO; als Kohlenstoffquelle, O» als Elektronenakzeptor und H> als Elektronendonor
abgebildet. Die experimentellen Messwerte der autotrophen Versuchsdurchfiihrung zeigen
eine Abnahme der optischen Dichte iiber den Versuchszeitraum. Es konnte ein Verbrauch der
gasformigen Substrate Wasserstoff, Sauerstoff und Kohlendioxid nachgewiesen werden, was
zu einer Produktbildung von Acetoin und 2,3-Butandiol fiihrte. Weiterhin wurde eine
Riickreaktion von 2,3-Butandiol zu Acetoin beobachtet, sobald die Kohlenstoffquelle
aufgebraucht war. Die Riickreaktion stoppte, nachdem der Elektronenakzeptor Sauerstoff
verbraucht war. Nachdem sowohl CO> als auch O limitierend waren, begann die Reaktion
von Acetoin zu 2,3-Butandiol erneut. Diese Prozessbeobachtungen wurden bei der
Modellierung beriicksichtigt.

Insgesamt konnten mit dem entworfenen autotrophen Prozessmodell aus Abschnitt 2.6.3 die
Kurvenverldufe der zwei untersuchten budC-Varianten passend beschrieben werden. Mit
Abnahme der gasformigen Substrate konnte das Modell einen Anstieg der Produktion von
Acetoin und 2,3-Butandiol berechnen. In den Simulationen wurden innerhalb der ersten 50 h
bis 100 h CO2 und O, vollstindig verbraucht. Infolgedessen blieb der Wasserstoffanteil in der
Gasphase im Modell unverdndert. Im direkten Vergleich zeigten die Simulationen mit budC
(E. cloacae) nach 550h eine maximale Konzentration von 0,91 gL' mit einem
Bestimmtheitsmall von 0,99 fiir die Simulation mit 2,3-Butandiol und 0,90 fiir die der
Acetoinkonzentrationen. Die Simulationen von budC (K. pneumoniae) ergaben fiir Acetoin
ein Bestimmtheitsmall von 0,99 und fiir 2,3-Butandiol von 0,99 mit einer maximalen
Konzentration von 0,75 g L™! nach 380 h.

AuBlerdem wurden zwei weitere Varianten mit einer zusétzlich iiberexpremierten
Carboanhydrase (cag) im autotrophen Prozess untersucht und simuliert. Im Anhang in
Abbildung A10 sind die experimentellen Messgrof3en im Vergleich zu den Simulationen der
autotrophen Prozessmodelle der cag-Varianten in C. necator-Stimmen dargestellt. Es sind die
optischen Dichten, die Gasanteile, sowie die Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol fiir
cag (K. pneumoniae) und cag (E. cloacae) abgebildet. Bei der cag (E. cloacae) Variante
zeigten sich wihrend des Prozesses ebenfalls zuvor beschriebene Hin- und Riickreaktionen
zwischen Acetoin und 2,3-Butandiol. Dahingegen konnten fiir cag (K. pneumoniae) diese
Prozesse nicht beobachtet werden. In Tabelle 22 sind die Bestimmtheitsmale der
Simulationen der unterschiedlichen Varianten aufgelistet. Es zeigt sich, dass bis auf die

optischen Dichten von drei der Varianten die anderen Messgroflen passend beschrieben
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werden konnten. Im Anhang sind in den Abbildungen A8 und A9 ein Vergleich der

simulierten Werte mit den Messwerten im autotrophen Prozessmodell dargestellt.

Tabelle 22: Vergleich der Bestimmtheitsmafle der Simulationen des autotrophen Prozessmodells anhand
Messdaten verschieden modifizierter C. necator-Stimme.

Stamm
BestimmtheitsmaB R? pBBR1_budC pBBR1_cag pBBR1_budC pBBR1_cag
(E. cloacae) (E. cloacae) (K. pneumoniae) (K. pneumoniae)
Optische Dichte 0,91 0,76 0,73 0,57
Acetoin 0,90 0,97 0,99 0,90
2,3-Butandiol 0,99 0,99 0,99 0,88
COzg 0,99 0,99 0,98 0,88
(O 0,99 0,99 0,99 0,98
Hy 0,98 0,98 0,98 0,96

Des Weiteren wurden die Produktivititen der unterschiedlichen Varianten berechnet und
zwischen den experimentellen Daten sowie den simulierten Ergebnissen verglichen. Die

Ergebnisse sind Tabelle 23 zu entnehmen.

Tabelle 23: Maximale Produktivititen von Acetoin und 2,3-Butandiol der insgesamt vier budC- und cag-
Varianten im autotrophen Prozess. Gezeigt werden die Werte aus den experimentellen Daten und den
Simulationsdaten zum gleichen Zeitpunkt. Zusitzlich sind die maximalen Produktivititen aus der Simulation der
vier Stimme iiber den gesamten Verlauf gezeigt.

Produktivitiit [mg L' h']

Experimentelle Daten

Simulationsergebnisse

Stamm Acetoin 2,3-Butandiol Gesamt Acetoin 2,3-Butandiol Gesamt
9,50 7,75 17,25
budC 8,45 10,21 18,67
(K. pneumoniae) max.: 10,79 10,82 21,61
3,67 6,46 10,13
cas 4,45 4,92 9,37
(K. pneumoniae) max.: 4,09 7,19 11,28
6,33 34,53 40,86
budc 4,97 3448 39,45
(E. cloacae) max.: 14,44 78,78 93,22
15,82 22,75 38,75
cag 15,52 22,70 38,23
(E. cloacae) max.: 26,25 37,74 63,99

Es zeigte sich, wie bereits bei den heterotrophen Daten, dass die hochste Gesamtproduktivitit
durch budC (E. cloacae) mit 39,45 mg L' h'! erreicht wurde. Im Vergleich dazu war die
Gesamtproduktivitit aus der Simulation fiir budC (E. cloacae) um 58 % hoher als bei der
budC (K. pneumoniae) Variante. Die cag (E. cloacae) Variante zeigte ebenfalls eine hohe
Gesamtproduktivitit von 38,23 mg L' h'!, wobei mehr Acetoin und weniger 2,3-Butandiol im
Vergleich zu budC (E. cloacae) produziert wurde. Dies zeigte sich auch bei den maximalen
Gesamtproduktivitidten anhand der simulierten Ergebnisse. Hierbei wurden fiir die E. cloacae-

Varianten die hochsten Produktivitdten berechnet.
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Die fiir das autotrophe Prozessmodell angepassten Parameter sind in Tabelle 24 aufgelistet.
Zum direkten Vergleich sind die angepassten Modellparameter der verschiedenen Varianten
zu sehen. Fiir jede Variante wurde eine individuelle Modellstruktur abhidngig von den

Prozessbeobachtungen entworfen.

Tabelle 24: Angepasste Modellparameter des autotrophen Prozessmodells der verschiedenen Varianten.

Stamm
Parameter pBBR1_budC pBBR1_cag pBBR1_budC pBBR1_cag
(E. cloacae) (E. cloacae) (K. pneumoniae) (K. pneumoniae)
[T [h' 6,13-102 1,18-1073 1,15-10°3 7,48-1073
H g min [h1] 2,69:10* 5,48-10* 3,48-10* 9,72-10*
g max [h'] 7,83-1073 1,78-1073 1,00-1073 7,96-1072
kya [h'] 159 142 155 156
Yy 4 [rellen &' 2,32-10%2 3,07-102 0,62-1072 8,54-10°
Yy p [Seelten 2] 0,45-102 2,14-10%2 0,22-102 4,86:1072
Yx co, [Ezlien mol ] 7,37-102 24,7102 5,22:10 66,0-102
Yx0, [gzellen mol!] 4,29-102 26,0-1072 2,37-1072 20,9-10°2
Yy, [&zelien mol'] 1,59-102 9,02-102 0,93-10 8,90-102
Y, 45 (gg"] 0,94 1,17 1,18 -
Yrpalgg'l - 1,13 1,15 _
Yiopalg g 0,89 1,13 1,02 -
K¢o, [mol L] 8,58-10* 4,15-10* 1,93-10* 8,36-102
Ky, [mol L1 4,92:1072 3,85-10* 1,21-10 1,01-10°
Ky, [mol L] 2,88:107 1,39:10° 1,97:10 1,25-10°
Kpialg L1 - 1,03 0,05 -
Kpoulg L] 5,68 5,54 6,24 -
K, p[gL'] 0,73 0,65 0,59 -
951,4,max . 1,85-102 0,25:1072 -
[g relten ']
Trzaman 1,59-10 0,42:107 0,44-102 -
[g relten h7']
Tr.8max 0,54-1072 0,61-102 0,35:107 -
[g geetien h7']

3.1.4 Gesamtmodell der flexiblen Biogasproduktion

Fiir den Prozess einer flexiblen Biogasanlage, welcher in Abschnitt 1.8 beschrieben wurde,
wurden die einzelnen Prozesse MEZ, anaerober Abbauprozess bzw. Anaerobic Digestion
(AD) und autotrophe Produktion von Plattformchemikalien in separaten Prozessmodellen
betrachtet und validiert. Fiir ein Gesamtmodell wurde der Prozess der Biogasproduktion mit

der MEZ kombiniert und betrachtet. Ein wesentlicher Punkt dabei ist, dass die an der Anode



Ergebnisse 75

der MEZ iibertragenen Elektronen nicht mehr fiir die Biogaserzeugung zur Verfiigung stehen,
sondern der Wasserstofferzeugung an der Kathode zur Verfligung gestellt werden. Diese
Regelungstechnik und der gesteuerte Elektronenfluss fiir die Biogas- bzw.
Wasserstoffproduktion sind im Prozessmodell abzubilden. Fiir die Simulation des AD-MEZ-
Modells wurden die zuvor genannten, angepassten Modellparameter der AD genommen
sowie die angepassten Modellparameter der NM-Gleichung aus dem MEZ-Modell.

In Abbildung 25 werden die Verlaufe der Messwerte und der simulierten Werte der
Modellanpassung aus Abschnitt 3.1.2 im Vergleich zu den Simulationsergebnissen des
kombinierten AD-MEZ-Modells gezeigt. Hierbei wurde der Einfluss einer minimalen
Acetatverbrauchsrate von 0,4 g L d!, einer mittleren Verbrauchsrate von 1,2 g L d"! und einer
maximalen Acetatverbrauchsrate von 2 g L d”! untersucht. Diese Aufnahmeraten von Acetat
fir einen anodisch elektroaktiven Biofilm wurden anhand von Versuchs- und

Simulationsdaten gewahlt (Korth ef al. 2020; Zarabadi et al. 2019; Zhu et al. 2013).
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Abbildung 25: Verlauf und Vergleich der Biogasproduktionsraten anhand von Messwerten und der simulierten
Werte aus der Modellanpassung und dem AD-MEZ-Modell iiber einen Zeitraum von 130 Tagen. Das AD-MEZ-
Modell wurde fiir eine minimale, eine mittlere und eine maximale Acetatverbrauchsrate von 0,4, 1,2 und 2,0 g L~
1'd! dargestellt. AuBerdem wurden verschiedene Anodenpotentiale angelegt, wodurch der Elektronenfluss
beeinflusst wurde. Zusitzlich wurde die resultierende Stromdichte in Folge des Elektronenflusses abgebildet.
Der hier verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und basiert auf Laborexperimenten
unter Verwendung von Riibensilage.

Uber den gesamten Zeitraum wurden verschiedene Anodenpotentiale zur Steuerung des
Elektronenflusses simuliert. So wurde in Abbildung 25 ab 20 Tagen ein Potential von -0,2 V,
nach 60 Tagen von -0,189 V, nach 88 Tagen von -0,14 V und nach 115 Tagen ein Potential

von 0,2 V angelegt. Diese Anodenpotentiale stellten in angegebenen Zeitfenstern jeweils
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Elektronenfliisse von 20 %, 35%, 70% und 100 % dar. Die daraus resultierenden
Stromdichten wurden ebenfalls abgebildet. Zu Beginn verlief die Biogasproduktion im
Biogasmodell und AD-MEZ-Modell gleich, bis nach 20 Tagen ein Elektronenfluss der MEZ
von 20 % der maximalen Stromdichte eingestellt wurde. Durch den zusétzlichen
Acetatverbrauch sank die Biogasproduktionsrate, wofiir gleichzeitig eine Stromdichte von
0,51 A m? entstand. Im weiteren Verlauf des Simulationsmodells wurde das Anodenpotential
bis zu einem Maximum des Elektronenflusses von 100 % erhoht. Dadurch nahm die
Biogasproduktionsrate im Vergleich zum Verlauf des Modells ohne MEZ in jeder Phase
weiter ab. Dafiir wurden jedoch Stromdichten von 0,63 A m™, 0,99 A m? und 1,12 A m™ bei
entsprechenden Elektronenfliissen von 35 %, 70 % und 100 % erreicht. Auflerdem sind in
Abbildung 25 deutliche Einfliisse im Verlauf der Biogasproduktionsraten durch
unterschiedliche  Acetatverbrauchsraten der MEZ zu erkennen. Je hdher die
Acetatverbrauchsrate, desto weniger Biogas wurde in der Simulation berechnet.

Im Simulationsmodell wurde bei einer minimalen Acetatverbrauchsrate eine durchschnittliche
Biogasproduktionsrate von 79,3 L d! erzielt. Zum direkten Vergleich ergaben sich bei einer
mittleren und maximalen Acetatverbrauchsrate eine durchschnittliche Biogasproduktionsrate
von 694Ld! bzw. 596Ld! In der Modellanpassung wurde eine mittlere
Biogasproduktionsrate von 84,3 L d' berechnet. In Abbildung 26 sind die mittleren
Biogasproduktionsraten bei einer mittleren Acetatverbrauchsrate des AD-MEZ-Modells fiir
die verschiedenen Elektronenflussphasen im Vergleich zur Simulation der Modellanpassung

dargestellt.
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Abbildung 26: Vergleich der mittleren Biogasproduktionsraten der Modellanpassung und des AD-MEZ-
Modells. Gezeigt werden die mittleren Raten {iber den gesamten Zeitraum von 130 Tagen und in den Zeitrdumen
bei einem Elektronenfluss von 20 %, 35 % 70 % und 100 %.
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Insgesamt ist die mittlere Biogasproduktionsrate des AD-MEZ-Modells um 17,7 % geringer
als aus der Modellanpassung des AD-Modells. In den Zeitrdumen unterschiedlicher
Elektronenfliisse  zeigte sich eine  zunehmende  Verringerung der  mittleren
Biogasproduktionsraten. Hierbei sanken die Werte des AD-MEZ-Modells jeweils um 8,6 %,
16,7 %, 28,2 % und um 36,8 %, bei einem entsprechenden Elektronenfluss von 20 %, 35 %
70 % und 100 % im Vergleich zur Modellanpassung des AD-Modells

In Abbildung 27 sind Wasserstoffproduktionsraten bei unterschiedlichen Elektronfliissen des
AD-MEZ-Modells dargestellt. Diese wurden aus den resultierenden Stromdichten des
Modells berechnet. Daraus ergab sich bei einem Elektronenfluss von 20 % eine
Wasserstoffproduktionsrate von 0,24 L m? h™!. Mit zunehmenden Stromdichten stieg jeweils
die Wasserstoffproduktionsrate an. So wurde bei einem Elektronenfluss von 100 % eine
maximale Wasserstoffproduktionsrate von 0,51 Lm2h™! im Modell erreicht. Diese war
wiederum bei einem Elektronenfluss von 35 % bzw. 70 % um 43,1 % bzw. 9,8 % geringer als
die maximale Wasserstoffproduktionsrate. Zusétzlich sind in Abbildung 27 die produzierten
Wasserstoffmengen in den Zeitrdumen der verschiedenen Anodenpotentiale dargestellt. Diese
resultieren direkt aus den Wasserstoffproduktionsraten. Somit wurden in 40 Tagen bei einem
Elektronenfluss von 20 % theoretisch 115 L Wasserstoff produziert. Bei der maximalen
Wasserstoffproduktionsrate ergab sich in einem Zeitraum von 15 Tagen eine
Wasserstoffmenge von 92 L. Die theoretisch produzierte Wasserstoffmenge steigt somit bei

hoheren Wasserstoffproduktionsraten und lingeren Zeitrdumen.
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Abbildung 27: Vergleich der theoretischen Wasserstoffproduktionsraten aus der resultierenden Stromdichte bei
unterschiedlichen Elektronenfliissen des AD-MEZ-Modells. Das Anodenpotential wurde entsprechend auf
Elektronenfliisse von 20 %, 35 % 70 % und 100 % gestellt. Aus den Wasserstoffproduktionsraten wurden die
produzierten Wasserstoffmengen aus den jeweiligen Zeitrdumen berechnet.
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Der Einfluss des integrierten MEZ-Modells im AD-Modell wird auch bei Betrachtung der
pH-Wert- und Acetatkonzentrationsverldufe in Abbildung 28 sichtbar. Dort sind die Verldufe
der Messwerte, der simulierten Werte aus der Modellanpassung und die Werte aus der
Simulation des AD-MEZ-Modells abgebildet. Es wurden ebenfalls die Verldufe bei
unterschiedlichen Acetatverbrauchsraten dargestellt. Der pH-Wert stieg bei einem
Elektronfluss von 20 % ab 20 Tagen leicht an und zeigte hohere Werte im Vergleich zum
Verlauf der Modellanpassung. Dahingegen ist im Verlauf nach 88 Tagen bei einem
Elektronenfluss von 70 % und nach 115 Tagen bei einem Elektronenfluss von 100 % ein
deutlicher Anstieg des pH-Wertes zu erkennen. Dieser Effekt ist wiederum abhdngig von der
GroBe der Acetatverbrauchsrate und zeigt insgesamt eine Verschiebung des pH-Wertes in
einen Bereich, der den Messwerten nahekommt. Bei der simulierten Acetatkonzentration
konnten dhnliche Effekte festgestellt werden. So sinkt im AD-MEZ-Modell zunehmend die

Acetatkonzentration mit steigendem eingestellten Elektronenfluss.

O Messwerte = Modellanpassung
—— AD-MEZ-Modell AD-MEZ-Modell fiir q . i/ %ac.max

0 20 40 60 80 100 120
Zeit [d]

Zeit [d]

Abbildung 28: Verldufe des pH-Werts und der Acetatkonzentration, verglichen mit den experimentellen
Messwerten, den simulierten Werten aus der Modellanpassung und der Simulation des AD-MEZ-Modells. Das
AD-MEZ-Modell wurde fiir eine minimale, eine mittlere und eine maximale Acetatverbrauchsrate von 0,4, 1,2
und 2,0 g L' d"! dargestellt. Der hier verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und basiert
auf Laborexperimenten unter Verwendung von Riibensilage.
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Dies wurde besonders nach 88 Tagen bei einem Elektronenfluss von 70 % und 100 %
deutlich. Die Abnahme der Acetatkonzentration ist abhéngig von der Acetatverbrauchsrate
und des eingestellten Elektronenflusses. Im Anhang sind in Abbildung A1l die Verldufe der
simulierten Werte des AD-MEZ-Modells fiir die Konzentrationen von Valerat, Butyrat und
Propionat sowie der Gaszusammensetzung dargestellt.

Ein Vergleich der reduzierten Acetatkonzentrationen und des Einflusses auf den pH-Wert im
AD-MEZ-Modell sind in Abbildung 29 fiir verschiedene Elektronenfliisse und fiir den
gesamten Zeitraum von 130 Tagen dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass die gesamte mittlere
Acetatkonzentration im AD-MEZ-Modell mit 1,33 g L' im Vergleich zur Konzentration aus
der Modellanpassung mit 1,55 g L'! verringert werden konnte. Anhand der Abbildung wird
auBerdem eine zunehmende Abnahme der Acetatkonzentration bei steigendem
Elektronenfluss deutlich. Zusétzlich sind in Abbildung 29 die mittleren pH-Werte aus der
Simulation des AD-Modells und des AD-MEZ-Modells gezeigt. Daraus wird ebenfalls iiber
den gesamten Zeitraum eine durchschnittliche Erhohung des pH-Wertes um 0,03 im AD-
MEZ-Modell erkennbar.
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Abbildung 29: Vergleich der mittleren Acetatkonzentrationen zwischen den simulierten Werten der
Modellanpassung und der Simulation des AD-MEZ-Modells. Zudem sind die mittleren pH-Werte zwischen den
Simulationsmodellen dargestellt. Die Werte sind fiir den gesamten Zeitraum von 130 Tagen und den Zeitrdumen
der verschieden eingestellten Elektronenfliisse abgebildet.

Der anfallende Wasserstoff kann in einem autotrophen Prozess unter zusitzlicher Nutzung
von Kohlendioxid mit Hilfe eines genetisch modifizierten C. necator-Stammes zu Acetoin
und 2,3-Butandiol umgesetzt werden. Zuvor wurden Batchversuche mit 1 L Gesamtvolumen
und einem Fliissigvolumen von 50 mL simuliert. Um das Prozessmodell zu erweitern und
Gaslimitierungen zu vermeiden, wurde das autotrophe Prozessmodell mit einem konstanten

Gasfluss von 1 mL min™ simuliert. Dazu wurden die Modellparameter der budC (E. cloacae)
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Variante genutzt und bei einem konstanten Gasfluss mit 12 % COz und 22 % O> simuliert.
Das Modell wurde bei verschiedenen Wasserstoffanteilen von 62 % und 4 % im Gasstrom
durchgefiihrt.

In Abbildung 30 sind die simulierten Verldufe des autotrophen Prozessmodells unter den
genannten Bedingungen iiber einen Zeitraum von 50 h dargestellt. Daraus geht hervor, dass
bei einem niedrigen Wasserstoffanteil von 4 % in der Gasphase ein geringer Verbrauch an
CO; und O2 zu verzeichnen ist. Dies wiederum resultierte in einer geringen Produktion von
insgesamt 0,3 gL' 2,3-Butandiol und 0,1 g L"'Acetoin. Aus der Simulation mit einem
volumetrischen Wasserstoffanteil von 62 % wurden durch das Modell Konzentrationen von
42 gL' 23-Butandiol und von 0,86 gL' Acetoin berechnet. Dadurch stieg auch der
Verbrauch von CO; und Oz an, wodurch der Anteil auf 8,6 % bzw. 18,4 % sank.
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Abbildung 30: Simulierte Verldaufe des autotrophen Prozessmodells der budC (E. cloacae) Variante bei einem
konstanten Gasfluss von 1 mL min™' mit jeweils 4 % und 62 % H,. Der Anteil von CO, und O, im Gasfluss
betrug zu Beginn 12 % und 22 %. Als Volumen wurden die experimentellen Bedingungen von 1L
Gesamtvolumen und einem Fliissigvolumen von 50 mL gewahlt.
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3.2 Energetische Nutzung von Urin

Im folgenden Abschnitt wurde die Verwendung von Urin in einer MEZ experimentell
untersucht. Zu Beginn wurden Wachstumsversuche der exoelektrogenen Modellorganismen
in sterilem Urin durchgefiihrt und mit synthetischem Medium verglichen, um die
Lebensfahigkeit und Wachstumscharakteristika der Organismen in Gegenwart von Urin zu
testen. AnschlieBend wurden Versuche im BES durchgefiihrt, um die energetische Nutzung
von Urin anhand gemessener Stromdichten und theoretischer Wasserstoffproduktionsraten
durch die Organismen zu bewerten. AuBlerdem wurde der Einfluss von Urin auf die

Anodengemeinschaft und auf das Biofilmwachstum untersucht.

3.2.1 Wachstum der exoelektrogenen Mikroorganismen in Gegenwart von Urin

Zu Beginn wurde untersucht, ob grundsitzlich ein Wachstum der Modellorganismen
S. oneidensis und G. sulfurreducens mit sterilem Urin moglich ist. Dazu wurden Experimente
mit verschiedenen Zusédtzen an Mediumbestandteilen durchgefiihrt und die Wachstumsraten
sowie die optischen Dichten bestimmt. In Abbildung 31 sind die Wachstumskurven der
beiden Organismen in Gegenwart von Urin mit unterschiedlichen Zusdtzen an Substanzen
grafisch dargestellt und mit einem Kontrollversuch auf synthetischem Medium verglichen.
Bei den Wachstumsversuchen mit S. oneidensis wurden Proben iiber einen Zeitraum von bis
zu 48 h gemessen. Es zeigte sich, dass die Plateauphase sowohl im Urin als auch im urinfreien
synthetischen Medium bereits nach 20 h erreicht war, wobei im Letzteren eine maximale
optische Dichte von 0,51 gemessen wurde. Im Vergleich dazu konnte im Urinversuch mit
einer Komplementierlosung ein vergleichbares Zellwachstum bis zu einer ODgoo von 0,5
gemessen werden. Die Komplementierlosung beinhaltet Hefeextrakt, Vitamine,
Natriumascorbat und Calciumchlorid, wie bereits in Abschnitt 2.1.2 beschrieben wurde. Im
Urin mit der Komplementierldsung wurde eine Wachstumsrate von 0,207 h™! bestimmt.
Dieser Wert war damit nur etwas geringer als der des Kontrollversuchs mit 0,232 h'.
Dagegen war das Wachstum der Zellen mit Urin und Zugabe einzelner Bestandteile der
Komplementierlosung (Hefeextrakt, Vitaminlosung) oder nur mit Laktat deutlich geringer.
Durch die Zugabe von Hefeextrakt wurde eine maximale ODgoo von 0,32 gemessen,
wohingegen das Wachstum mit Laktat eine ODgoo von 0,17 erreichte. Im Versuch ohne

Fumarat konnte ein sehr geringes Wachstum festgestellt werden.
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Abbildung 31: Wachstumsexperimente wurden mit S. oneidensis und G. sulfurreducens in sterilem Urin
durchgefiihrt und mit synthetischem Medium als Kontrollversuch verglichen. Es wurden unterschiedliche
Komponenten des synthetischen Mediums zu den Urinversuchen dazugegeben und das Wachstum darauthin
untersucht.

Die Wachstumsversuche mit G. sulfurreducens wurden iiber einen Zeitraum von bis zu 60 h
untersucht. Es zeigte sich eine verzogerte Wachstumskurve in den ersten 10 h, die dann in
eine exponentielle Wachstumsphase iiberging, bis nach 35 h ein Plateau erreicht wurde. Hier
zeigte der Kontrollversuch mit einer Wachstumsrate von 0,145 h™! und einer ODsoo von 0,48
die hochsten Werte im Vergleich zu den anderen Experimenten. Bei Zugabe einer
Komplementierlosung im Urin wurden vergleichbare Werte der maximalen Wachstumsrate
von 0,141 h' und einer maximalen ODgoo mit 0,43 erzielt. Der Wachstumsversuch mit
Hefeextrakt, bei dem eine ODsoo von 0,23 erreicht wurde, verlief dagegen langsamer als nur
mit Acetat als Elektronendonor. Hier wurde eine ODggo von 0,33 erreicht. Das Wachstum auf
Urin mit einer Vitaminldsung war ebenfalls deutlich geringer, wihrend ohne Fumarat kein
Wachstum festgestellt wurde. Die maximalen Wachstumsraten und die maximal erreichten

optischen Dichten sind in Tabelle 25 zusammengefasst.

Tabelle 25: Ubersicht der maximalen Wachstumsraten und der maximal erreichten optischen Dichten von S.
oneidensis und G. sulfurreducens in sterilem Urin aus den Wachstumsversuchen verglichen mit synthetischem
Medium. Die maximalen Wachstumsraten wurden fiir S. oneidensis zwischen 0-18 h bestimmt und fiir G.
sulfurreducens zwischen 7-25 h.

Kontrolle Komplementiert Hefeextrakt Laktat/Acetat Vitamine
Shewanella oneidensis
Wmax [1/h] 0,232 0,207 0,190 0,135 0,140
ODmax 0,51 0,50 0,32 0,17 0,12
Geobacter sulfurreducens
Wmax [1/h] 0,145 0,141 0,082 0,110 0,066

ODmax 0,48 0,43 0,23 0,33 0,12
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3.2.2 Einfluss von Urin im bioelektrochemischen System

Die Moglichkeit der energetischen Nutzung sowie der Einfluss von Urin auf die Entwicklung
der Anodengemeinschaft wurden zunichst in einer mikrobiellen 3-Elektrodenzelle untersucht,
deren Aufbau in Abschnitt 2.3.1 erldutert wurde. Die Anodenoberfliche wurden mit den
exoelektrogenen Mikroorganismen besiedelt und die im Versuchsablauf gemessenen
Stromdichten in Gegenwart von sterilem Urin mit synthetischem Medium verglichen.

In der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle konnte mit Hilfe der exoelektrogenen Co-Kultur bei
einer Abnahme der Laktatkonzentration von insgesamt 3,8 mM eine maximale Stromdichte
von 156 pA cm™ nach 80 h auf synthetischem Medium erreicht werden. Verglichen dazu
wurde in Gegenwart von Urin eine maximale Stromdichte von bis zu 59 uA cm™ nach 80 h
gemessen. Dabei sank die Laktatkonzentration um 1,3 mM. Zusétzlich war ein schnellerer
Anstieg der Stromdichte nach bereits 15 h im synthetischen Medium zu erkennen, welches
nach 50 h in einer ersten Plateauphase miindete. Diese wies bereits eine Stromdichte von
104 A cm™? auf, nahm jedoch nach 60 h weiter zu. Verglichen dazu konnte dies im
Urinversuch nicht beobachtet werden. Stattdessen konnte nach 50 h eine langsame, aber
stetige Zunahme der Stromdichte gemessen werden. Die gemessenen Stromkurven sind in
Abbildung 32 dargestellt. Bei Betrachtung der coulombschen Effizienz konnte mit
synthetischem Medium eine Effizienz von 58 % und mit sterilem Urin von 77,4 % erzielt

werden.
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Abbildung 32: Vergleich der gemessenen Stromdichten der exoelektrogenen Co-Kultur mit synthetischem
Medium zu sterilem Urin mit zusédtzlichem Laktat iiber einen Zeitraum von 80 h in einer mikrobiellen 3-
Elektrodenzelle. Der Aufbau des Systems ist in Abschnitt 2.3.1 beschrieben. Es konnte eine hohere Stromdichte
von 156 pA ¢cm? in synthetischem Medium als in Urin mit 59 pA cm™ gemessen werden.
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In Abbildung 33 sind die mittleren Stromdichten und die daraus resultierenden
Wasserstoffproduktionsraten abgebildet. Uber den beobachteten Zeitraum von 80 h wurde auf
synthetischem Medium eine mittlere Stromdichte von bis zu 68,5 pA cm™ ermittelt. Unter den
Bedingungen mit sterilem Urin betrug die mittlere Stromdichte 28,4 A cm™ und war damit
um 59 % geringer als in synthetischem Medium. Anhand der mittleren Stromdichten wurden
jeweils die Wasserstoffproduktionsraten bestimmt. Daraus ergab sich eine hdhere
Wasserstoffproduktionsrate von 0,31 L m?h'! in synthetischem Medium als in Gegenwart
von sterilem Urin mit 0,13 L m?h'. Die Wasserstoffproduktionsraten wurden wie in
Abschnitt 2.4 beschrieben ermittelt. Die um 59 % geringere Stromdichte im Urin kann mit
den Wachstumsexperimenten im Urin mit Zugabe von Laktat in Verbindung gebracht werden.
Daraus ging eine um 42 % geringere maximale ODsoo und eine um 66,6 % geringere

maximale Wachstumsrate von S oneidensis im Vergleich zur Kontrolle hervor (Tabelle 25).
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Abbildung 33: Darstellung der mittleren Stromdichten nach 80 h als schwarz umrandete Balken im Vergleich
von synthetischem Medium zu sterilem Urin mit Laktat in einer mikrobiellen 3-Elektrodenzelle. In blau sind die
theoretischen Wasserstoffproduktionsraten basierend auf der mittleren Stromdichte im Vergleich dargestellt. Es
wurde eine hohere mittlere Stromdichte im synthetischen Medium sowie eine daraus resultierende
Wasserstoffproduktionsrate ermittelt.

Die Entwicklungen der Anodengemeinschaften in synthetischem Medium sowie in
Gegenwart von sterilem Urin sind in Abbildung 34 dargestellt. Eine Analyse des entwickelten
Anodenbiofilms zeigte, dass im synthetischen Medium G. sulfurreducens mit 96,8 % nach
80 h dominierte. Gleichzeitig wurde unter Bedingungen mit sterilem Urin eine andere
Verteilung festgestellt. Mit 45,8 % S. oneidensis und 54,2 % G. sulfurreducens zeigte sich ein

vergleichbares Vorkommen der Mikroorganismen im Anodenbiofilm
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3,2%_S. oneidensis 45,8% S. oneidensis

96,8%. G. sulfurreducens 54.2% G. sulfurreducens

Abbildung 34: Darstellung der bioinformatischen Analyse der Anodengemeinschaft nach 80 h im synthetischen
Medium (links) und im sterilen Urin mit Laktat (rechts) in einer mikrobiellen 3-Elektrodenzelle. Zu sehen ist die
Abundanz der Organismen S. oneidensis und G. sulfurreducens in der Biofilmgemeinschaft, wobei ein deutlicher
Unterschied der Verteilung der Organismen zwischen den verwendeten Medien zu erkennen ist.

Weiterhin wurde die exoelektrogene Co-Kultur unter verbesserten hydrodynamischen
Bedingungen bei einstellbaren Flussraten des Mediums in einer 3-Elektroden-Durchflusszelle
untersucht, deren Aufbau in Abschnitt 2.3.2 beschrieben wurde. Zusétzlich wurde der
Biofilmaufwuchs mithilfe der optischen Kohdrenztomographie {iber 310 h tiberwacht und als
Biovolumen zusammen mit der Stromdichte in Abbildung 35 dargestellt. Zu Beginn wurden
die exoelektrogenen Mikroorganismen auf synthetischem Medium unter Zusatz von sterilem
Urin von 1/5 des Gesamtvolumens angezogen. Innerhalb der ersten 100 h stieg die gemessene
Stromdichte langsam an und ging danach in einen exponentiellen Anstieg iiber. Nach 150 h
stellte sich langsam eine Plateauphase der gemessenen Stromdichte ein, wobei nach 193 h
eine Stromdichte von rund 400 pA cm? erreicht wurde. Wihrend der Anwuchsphase nahm
die Laktatkonzentration bis 193 h um 8§ mM ab.

Im Anschluss wurde das System auf unsterilen Urin umgestellt, indem das Medium komplett
ausgetauscht wurde. Daraufhin sank die gemessene Stromdichte nach 216 h auf 75 pA cm™.
Allerdings konnte direkt nach dem Wechsel auf unsterilen Urin ein Anstieg der Stromdichte
nach 200 h auf 108 pA cm™ beobachtet werden. Zusitzlich wurde 18 mM Laktat als
zusétzliche Kohlenstoffquelle nach 216,7 h hinzugegeben, wodurch eine sprunghafte
Zunahme der Stromdichte auf bis zu 350 pA cm? gemessen werden konnte. Im weiteren
Verlauf nahm diese stetig ab und erreichte bei 310 h schlussendlich einen Wert von
196 pA cm, wobei die Laktatkonzentration um 6,3 mM sank. Bei der Messung des Biofilms,
dargestellt als Biovolumen, wurde wihrend der ersten 125 h trotz der bereits hohen
Stromdichte von 284 pA cm™ nur ein geringes Wachstum gemessen.

Wihrend der Plateauphase der Stromdichte ab 150 h und nach der Umstellung auf unsterilen

Urin konnte bis 262 h ein stetiges Wachstum des Biofilms gemessen werden, der am Ende
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eine Hohe von 116 um und ein Biovolumen von 2,8 mm® erreichte. Im Anhang sind das
Hohenprofil des Biofilms {iber den zeitlichen Verlauf des Experiments und eine Ansicht der
Biofilmaufnahme durch OCT in den Abbildungen A2 und A3 dargestellt. Die coulombsche
Effizienz in diesem Experiment betrug 78,4 % nach 193 h. Auflerdem konnte im unsterilen
Urin mittels einer HPLC-Analyse Zitronensdure gemessen werden, welche nach 216,5 h nicht
mehr nachweisbar war, was auf einen Verbrauch der Zitronensidure innerhalb der

vorangegangenen 23,5 h hindeutet.
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Abbildung 35: Verlauf der Stromdichte und des Biovolumens der exoelektrogenen Co-Kultur in synthetischem
Medium mit sterilem Urin (1/5 Urin des Gesamtvolumens von 275 mL) und nach Austausch des Mediums auf
unsterilen Urin in der 3-Elektroden-Durchflusszelle. Es wurde iiber einen Zeitraum von 310 h gemessen und
nach 216,7 h 18 mM Laktat als zusdtzliche Kohlenstoffquelle zum unsterilen Urin hinzugegeben. Die Flussrate
im System wurde nach 146 h konstant bei 23 mL min-' gehalten.

In Abbildung 36 sind die mittleren Stromdichten und die daraus resultierenden
Wasserstoffproduktionsraten in Gegenwart von synthetischem Medium unter Zusatz von Urin
nach dem Austausch des Mediums zu unsterilen Urin und mit Zugabe von Laktat dargestellt.
Nach der Anwuchsphase der Co-Kultur wurde fiir eine Plateauphase ab 150 h eine mittlere
Stromdichte von 395,9 pA cm? im Medium mit sterilem Urin iiber einen Zeitraum von 43 h
bestimmt. Anhand dieser Stromdichte wurde eine Wasserstoffproduktionsrate von 1,81 L m’
2h! ermittelt. Nach dem Wechsel des Mediums zu unsterilem Urin verringerte sich die
mittlere Stromdichte um 78,5 % auf 84,9 pA cm™ innerhalb eines Zeitraums von 23 h. Nach
der Zugabe von Laktat nahm diese wieder zu und erreichte iiber einen Zeitraum von 93 h
einen Wert von 307 pA cm™ und verringerte sich damit um 22,5 % im Vergleich zur mittleren

Stromdichte mit synthetischem Medium. Somit ergaben sich Wasserstoffproduktionsraten
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unter den Bedingungen von unsterilem Urin ohne und mit Laktat von jeweils 0,39 L m? h!

bzw. 1,4 L m?h.
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Abbildung 36: Darstellung der mittleren Stromdichten als schwarz umrandete Balken im Vergleich von
synthetischem Medium mit sterilem Urin (1/5 des Gesamtvolumens von 275 mL) zu unsterilem Urin ohne und
mit Laktat in der 3-Elektroden-Durchflusszelle. In blau sind die theoretischen Wasserstoffproduktionsraten
basierend auf der mittleren Stromdichte dargestellt. Fiir die mittlere Stromdichte des Mediums wurde die
Plateauphase ab 150-193 h fiir einen Zeitraum von 43 h betrachtet. Die mittleren Stromdichten fiir unsterilen
Urin wurden jeweils iiber deren gesamten Verlauf bestimmt, da sich keine Plateauphase einstellte.

In Abbildung 37 sind im linken Diagramm die Porositidt des Biofilms bei variierenden
Flussraten und das gemessene Biovolumen im zuvor beschriebenen Versuch dargestellt. Es ist

U auf

zu erkennen, dass die Flussrate innerhalb der ersten 146 h alle 24 h von 1 mL min
23 mL min"! erhéht wurde. Wihrend dieser Zeit konnte eine Abnahme der Porositit des
Biofilms auf bis zu 57,4 % ermittelt werden und den Biofilm komprimierte. Die Porositat
beschreibt die Kompaktheit des Biofilms und gibt an wie dicht bzw. wie 16chrig dieser sein
kann. AuBBerdem wurde innerhalb der Anwuchsphase bis 146 h nur eine geringe Zunahme des
Biovolumens auf 0,51 mm® gemessen und von 2,8 mm?® zum Ende des Versuchs, wobei die
Stromdichte bereits auf 350 pA cm™? anstieg. Danach wurde die Flussrate konstant auf
23 mL min™! gehalten und es konnte eine weitere Abnahme der Porositit auf 26,4 % bestimmt
werden. Wéhrenddessen wuchs der Biofilm weiter an und erreichte schlussendlich ein
Biovolumen von 2,8 mm®. Auffillig war, dass bereits ab 214 h die Porositit des Biofilms bei
31 % lag und bis zum Ende des Versuchs innerhalb von 96 h nur um 5,4 % geringer wurde.

Nach 310 h wurde eine Analyse der Anodengemeinschaft durchgefiihrt, welche in Abbildung
37 im rechten Diagramm abgebildet ist. Es zeigte sich, dass G. sulfurreducens mit 88 % die

hochste Abundanz im Biofilm vorwies. Aullerdem wurde neben S. oneidensis zusitzlich 2 %

der Vertreter der Enterococcaceae in der Anodengemeinschaft nachgewiesen.
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Abbildung 37: Verlauf der berechneten Porositit des Biofilms sowie der variierten Flussrate und des
anwachsenden Biofilms als Biovolumen in der 3-Elektroden-Durchflusszelle (links). Die Flussrate wurde
innerhalb der ersten 146 h alle 24 h variiert. Die Porositét zeigt die Kompaktheit des Biofilms und gibt an, wie

dicht bzw. wie 16chrig dieser sein kann. Die Darstellung der Analyse der Anodengemeinschaft nach 310 h ist im
rechten Diagramm abgebildet.
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4. Diskussion

Fiir eine nachhaltige Wirtschaftsweise miissen die vorhandenen Ressourcen effizienter
genutzt werden. Ein Ansatz ist die Verwendung von biobasierten Abfallstrémen, welche in
einer MEZ in elektrische Energie umgewandelt werden konnen und eine effiziente Erzeugung
von Wasserstoff als alternativem Energietrager ermdglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Nutzung von biobasierten Abfillen wie Riibensilage und
Urin anhand von zwei verschiedenen Prozessausfithrungen behandelt. Fiir den Prozess einer
flexiblen Biogaserzeugung wurden die beteiligten Prozesse in separaten Prozessmodellen
betrachtet und anschlieBend in einem Gesamtmodell dargestellt.

Zu Beginn wurde die Verwendung einer MEZ mit einer definierten Co-Kultur aus
S. oneidensis und G. sulfurreducens bei verschiedenen Anodenpotentialen untersucht. Dazu
wurde eine Elektrodenregelung in einem mathematischen Prozessmodell der MEZ entworfen,
um den Elektronenfluss zu steuern. AnschlieBend wurde das Modell der Biogaserzeugung auf
Basis von Riibensilage betrachtet und validiert. Es wurde danach die Produktion von
Plattformchemikalien in verschiedenen Prozessmodellen simuliert. AbschlieBend wurde die
Kombination der MEZ mit dem Biogasprozess abgebildet und eine Steuerung der Biogas- und
Wasserstoffproduktion demonstriert.

Im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit wurde untersucht, ob Urin als alternative
Substratquelle in einer MEZ mit einer definierten Co-Kultur verwendet werden kann. Dies

hitte den Vorteil, dass kein Konflikt zwischen energetischer und stofflicher Nutzung entsteht.

4.1 Modellierung einer MEZ zur Steuerung der Stromproduktion

Es wurde eine definierte exoelektrogene Co-Kultur aus S. oneidensis und G. sulfurreducens
im grofBeren volumetrischen Mafstab von 12,6 L in einem 3-Elektroden-Drehscheiben-
Reaktor untersucht. In diesem System wurde das synthetische Medium im Batch-Betrieb im
Kreis gepumpt, um bessere hydrodynamische Bedingungen zu schaffen. Hierbei sollte nach
der Ausbildung eines leitfahigen Biofilms die Aktivitdt sowie die Robustheit der Co-Kultur
bei verschiedenen Anodenpotentialen und somit die Steuerung und der Einfluss auf die
Stromproduktion untersucht werden (Knoll et al. 2023). Dies wurde als Grundlage fiir die
Validierung eines Prozessmodells zur Beschreibung der Co-Kultur und der Steuerung der
erzeugten Stromdichte in einer MEZ genutzt.

In diesem System wurde der Elektronentransfer bzw. der Elektronenfluss des Biofilms der
Co-Kultur zur Anode in einer linearen Sweep-Voltammetrie untersucht und durch das

angelegte Anodenpotential im Bereich von -0,26 V-0,24 V variiert (Knoll et al. 2023). Es
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zeigte sich ein sich einstellendes Plateau der gemessenen Stromdichte bei Potentialen ab 0 V
und keine Stromproduktion bei -0,24 V. Daraus ging hervor, dass die Stromproduktion der
Co-Kultur vom angelegten Potential abhingt, dass die Abgabe der Elektronen an die Anode
begrenzt werden kann und im Prozessmodell als Funktion des Potentials beschrieben werden
muss. Es wurde bereits in einer weiteren Arbeit die Stabilitit eines Biofilms mit drei
Organismen, darunter auch S. oneidensis und G. sulfurreducens, bei Anderungen des
Anodenpotentials in einem Batch-System im Labormalstab untersucht, welche vergleichbare
Ergebnisse zeigte (Prokhorova et al. 2017). Dieser beobachtete Effekt ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass die Elektronentransportkette auf der Zellmembran der
Organismen aus Cytochromen vom Typ c unterschiedliche Redoxpotentiale aufweisen,
weshalb angelegte Anodenpotentiale fiir einen optimalen Elektronentransfer nahe an den
Standardpotentialen des Membranredoxsystems sein sollten (Harnisch und Holtmann 2019;
Paoli et al. 2002).

Darauthin wurde die Steuerung des Elektronenflusses der Co-Kultur iiber einen ldngeren
Zeitraum von 35h bei Anodenpotentialen der maximalen Stromdichte und bei
Anodenpotentialen einer geringeren Stromdichte untersucht. Es stellte sich heraus, dass eine
plotzliche Senkung des Potentials iiber Zeitrdume von 2-8 h wie erwartet zu niedrigeren
Stromdichten fiihrten, aber nach einer erneuten Erhohung des Potentials keine negativen
Auswirkungen auf die maximale Stromdichte hatten. Dies wurde sowohl fiir eine Senkung
des Elektronenflusses auf 20 % sowie auf 50 % der maximalen Stromdichte beobachtet.
Jedoch fiel dabei auf, dass bei geringeren Anodenpotentialen es bis zu 5 h dauerte, bis eine
Plateauphase der Stromdichte erreicht wurde, wohingegen sich bei dem Potential der
maximalen Stromdichte direkt ein Plateau einstellte. Offenbar benétigten die Organismen
eine gewisse Anpassungszeit an die neuen Bedingungen bei niedrigen Potentialen, die nicht
threm Optimum entsprachen. Dennoch konnte damit gezeigt werden, dass es mdglich ist, den
Elektronenfluss und die Aktivitét einer mikrobiellen Co-Kultur iiber einen lingeren Zeitraum
zu steuern und zu beeinflussen, ohne die Gesamtleistung des Systems zu beeintrdchtigen
(Knoll et al. 2023).

Damit konnten die experimentellen Daten als Grundlage fiir ein Prozessmodell zur
Beschreibung der MEZ verwendet werden. In diesem Modell wurde die Steuerung des
Elektronenflusses als Funktion des Potentials beschrieben, wobei auch der Substratumsatz
beriicksichtigt werden musste. Dazu wurden die Butler-Volmer-Monod und die Nernst-
Monod-Gleichung benutzt und miteinander verglichen, da theoretisch beide Kinetiken die

Stromproduktion unter den genannten Abhéngigkeiten beschreiben koénnen (Marcus et al.
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2007; Hamelers et al. 2011). Die Simulationen zeigten, dass mit dem BVM-Modell die
Polarisationskurven aus der linearen Sweep-Voltammetrie im Vergleich zu dem NM-Modell
genauer berechnet werden konnten. Diese Erkenntnis wurde bereits in einer anderen Arbeit in
einem direkten Vergleich der beiden Modellansitze bestitigt (Hamelers et al. 2011). Ein
moglicher Grund fiir die bessere Anpassungsgenauigkeit und Beschreibung der
Polarisationskurven konnte sein, dass die BVM-Kinetik mehr Parameter als die NM-Kinetik
enthélt und zusétzliche bioelektrochemische Teilprozesse beschreibt, wodurch eine genauere
Anpassung der Kinetik an den Datensatz moglich ist.

Dabei handelt es sich um die Parameter K; und K, die zum einen das Verhéltnis der
bioelektrochemischen Reaktion zur elektrochemischen Reaktion angeben und zum anderen
das Verhiltnis von Vorwiérts- zu Riickwirtsreaktionen der Redoxkomponenten beschreiben
(Hamelers et al. 2011). Beispielsweise wiirde sich die Form der simulierten
Polarisationskurve der Form des NM-Modells anndhern, wenn der Wert von K; in der BVM-
Anpassung klein ist und gegen Null geht. Die angepassten Werte von K; lagen zwischen 2-3,
was bedeutet, dass eine bioelektrochemische Reaktion im Modell hiufiger als eine
elektrochemische Reaktion ablauft, was mit berichteten Daten iibereinstimmt (Hamelers et al.
2011). Da in dem System das vorliegende Substrat von Mikroorganismen verbraucht wurde,
sollte das Verhiltnis einer Vorwirts- zu Riickwértsreaktion der Redoxkomponente und somit
der Parameter K> > 1 sein, was durch die Parameteranpassung bestétigt wurde.

Bei der Simulation der Potentialwechsel und den daraus resultierenden Stromdichten konnte
gezeigt werden, dass sowohl das BVM als auch das NM-Modell die experimentellen Daten
vergleichbar abbilden konnten. Es war mdglich, mithilfe der Kinetiken die Steuerung des
Elektronenflusses durch eine Verdnderung des Anodenpotentials zu berechnen. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass mit den angepassten Modellparametern der Kinetiken eine
Vorhersage der zu erwartenden Stromdichte eines ausgewihlten Potentials moglich ist. Dafiir
eignen sich beide untersuchten Modellkinetiken, da durch einen Potentialwechsel in den
Modellen eine Losung berechnet wird, die zu einer resultierenden Stromdichte fiihrt. Jedoch
konnte in beiden Modellen das Anpassungsverhalten der Co-Kultur bei niedrigen Potentialen
nicht abgebildet werden. In der Anwendung ist das NM-Modell dennoch leichter umzusetzen
als das BVM-Modell, da es weniger Parameter enthédlt und die Stromdichten bei der
Steuerung der Elektronenfliisse gut abbildet. Zusétzlich wurde fiir die Simulation
angenommen, dass keine Substratlimitierung vorliegt, wobei der Monod-Term in dem NM-
Modell bei geringen Ks-Werten und hohen Substratkonzentrationen gegen 1 tendiert und nur

minimale Auswirkungen auf die Berechnung der Stromdichte hitte. Im Gegensatz dazu wird
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in dem BVM-Modell der Substrataffinititsterm in Abhdngigkeit des Potentials formuliert,
wodurch sich der Ansatz deutlich von dem NM-Modell unterscheidet. Daraus geht hervor,
dass verschiedene Substrataffinititen bei unterschiedlich angelegten Potentialen zu erwarten
sind. Es wurde bereits von Werten der Substrataffinitidt von G. sulfurreducens zu Acetat von
0,28-0,42 mM berichtet (Korth et al. 2020). Die angepassten Werte in dieser Arbeit sind mit
0,08-0,11 mM etwas geringer, wobei es sich dabei um eine Co-Kultur handelte, in der
wahrscheinlich G. sulfurreducens als dominierende Spezies im Anodenbiofilm vorkommt.

In diesem Prozessmodell wurde Acetat und nicht Laktat im Substratterm genutzt, da bereits
gezeigt wurde, dass G. sulfurreducens langfristig die dominierende Spezies im Biofilm der
Co-Kultur ist und zusidtzlich bei einer Integration im Modell des Biogasprozesses das
gebildete Acetat nutzen kann. Auflerdem ist dieses Modell ein wichtiger Schritt in Richtung
eines automatisierten Systems, das die Prozessbedingungen des Gesamtprozesses im
stationdren Betrieb je nach der Substratverfliigbarkeit steuern kann. Mikrobielle
Elektrolysezellen werden zur Erzeugung von Wasserstoff eingesetzt, wobei der erforderliche
Energieeintrag in das System hauptsidchlich vom Anodenpotential abhédngt. Mithilfe dieses
Modells wird es moglich sein, dynamisch auf Anderungen der Energieverfiigbarkeit und der

Energiepreise zu reagieren.

4.2  Anwendung des massenbasierten ADM1-Modells

Um den anaeroben Abbauprozess zum Beispiel in einer Biogasanlage mit einer Simulation
abbilden zu konnen, wurde das massenbasierte ADM1 als mathematisches Prozessmodell
genutzt, welches in Abschnitt 2.6.1 beschrieben wurde (Weinrich 2017). Damit war es
moglich, auf der Basis von Riibensilage die Biogasproduktion sowie die anfallenden
organischen Sduren aus den Prozessschritten der Acidogenese und Acetogenese zu
modellieren, wie in Abschnitt 3.1.2 gezeigt wurde.

Zu Beginn wurden die Modelleingangsparameter durch eine Substratcharakterisierung der
verwendeten Riibensilage bestimmt. Von Bedeutung sind dabei die Anteile der
fermentierbaren Néhrstoffanteile an Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten, die im Modell
mithilfe von Hydrolysekonstanten in Zucker, Amino- und Fettsduren umgewandelt werden,
welche als Ausgangsstoffe fiir die Biogasproduktion benotigt werden (Weinrich und Nelles
2021b; Weinrich et al. 2021). Hierbei lagen die berechneten Werte in vergleichbaren
Bereichen zu berichteten Analysen, wobei der Proteinanteil geringfiigig grof3er war. Dies lag
vermutlich daran, dass die Eingangsparameter in den Anwendungen zuvor mit einem

konstanten Gesamtfeststoffgehalt des Substrats berechnet wurden. In den zur Verfiigung
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gestellten Messdaten wurde dieser Wert jedoch téglich fiir das zugefiitterte Substrat gemessen
und variierte daher. Insgesamt war die berechnete Konzentration an fermentierbaren
Kohlenhydraten um bis zu 26-fach gréBer als die der Proteine und Fette, wobei die Anteile
der Nahrstoffbestandteile mafBgeblich von dem eingesetzten Substrat abhingen und sich
unterschiedlich auf die Modellrechnung auswirken konnten. Grundsitzlich kann jedoch aus
dem Abbau von Fetten das hochste Biogasbildungspotential von ca. 72 % Methan erwartet
werden, wohingegen aus Proteinen ca. 60 % und aus Kohlenhydraten ca. 50 % Methan zu
erwarten sind (Verein Deutscher Ingenieure 2016). In der Modellrechnung wurde ein
durchschnittlicher Methangehalt von 50 % berechnet, wohingegen der Anteil aus den
Messdaten bei 57 % lag. Dies ergibt durchaus Sinn, da der Gehalt an Kohlenhydraten im
Modelleingang am groften war und die Berechnungen in der Modellstruktur innerhalb der
vier Abbauschritte auf einer festen Stochiometrie basieren. Zusdtzlich kann bei der
dynamischen Modellierung kontinuierlicher Prozesse das Biogasbildungspotential von dem
Zerfall und der Verwertung abgestorbener Zellen beeinflusst werden, welche den
Mikroorganismen wieder als Substrat zur Verfligung stehen. Bei einer Variation der Zelllyse-
Rate der mikrobiellen Biomasse zeigte sich aus der Sensitivitdtsanalyse in Tabelle A6 ein
effektiver Einfluss auf die Bilanz der organischen Sduren mit 16 %-35 % und einen geringen
Einfluss auf die Biogasproduktion von 0,8 %. Verglichen dazu zeigte eine Variation der
Hydrolyserate des Kohlenhydratanteils einen Einfluss auf die Biogasproduktion von 1,4 %.

In dem Prozessmodell konnte nach einer Anpassung der Modellparameter eine bessere
Abbildung der Messwerte im Vergleich zu einer Simulation mit Standardwerten erzielt
werden, wobei eine Modellanpassung eine Rechenzeit von ca. 1h benétigte und die
Komplexitidt der Modellstruktur des Biogasprozesses verdeutlicht. In den Gleichungen des
Modells existieren sehr viele Abhéngigkeiten zwischen den berechneten Messgrofen,
wodurch nicht alle Simulationsergebnisse durch eine Anpassung von 20 kinetischen
Parametern zu einer positiven Anpassungsgiite gefiihrt haben. Dennoch konnten
dynamischere Verldufe berechnet werden, die den Messwerten besser entsprachen als in der
Modellrechnung mit Standardparametern, wie die Abbildungen 19 und 21 zeigen. Im Fokus
lag vor allem die Berechnung der Biogasproduktionsrate, welche nach 35 d aufgrund einer
Senkung des pH-Wertes sowie einer Akkumulation organischer Séuren und einer reduzierten
Fiitterungsrate stark sank, was zu einer Inhibierung der acetoklastischen Methanogenese
fiihrte. Dieser Prozessschritt wurde im Modell bei einem pH-Bereich zwischen 6-7 und durch
eine zu hohe Sédurekonzentration gehemmt. Der pH-Wert lag {iberwiegend im leicht basischen

Bereich iiber 7, zum Zeitpunkt der Inhibierung jedoch darunter. Der pH-Wert wurde in einer
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Ionenbilanz bestimmt und zeigte beispielsweise in der Modellrechnung mit Standardwerten
aufgrund des niedrigen Konzentrationsniveaus der organischen Sduren einen nahezu
konstanten Verlauf.

Anhand der Messwerte zeigte sich im Verlauf eine teilweise sehr starke Akkumulation an
organischen Sduren, beginnend nach 35d, was auf eine Prozessstorung bzw.
Prozesshemmung des anaeroben Abbaus hindeutet. In der Modellrechnung konnten diese
Schwankungen nicht passend abgebildet werden, da die Anderungen der Messwerte teilweise
zu extrem variierten. Zusétzlich begann in dem Prozessmodell die Zunahme der Sduren
bereits deutlich vor FEintreten der Prozesshemmung, um die hohen Konzentrationen zu
erreichen. Aber es konnte keine Erhdhung der Acetatkonzentration, wie im Verlauf der
experimentellen Daten hervorgeht, zu diesem Zeitpunkt berechnet werden. Demgegeniiber
trat eine Akkumulation von Acetat nach dem Abbau der akkumulierten Sduren an Valerat,
Butyrat und Propionat ein. Die resistenteren sdurebildenden Mikroorganismen sind in der
Lage, mehr Sduren zu tolerieren und zu produzieren, bevor eine Inhibierung eintritt, weshalb
die organischen Sduren aus dem Schritt der Acedogenese zu Beginn weiter anstiegen
(Stafford 1982). Dadurch trat eine Hemmung der sdureabbauenden Acidogenese sowie der
acetoklastischen Methanogenese ein. Zusétzlich gilt in der Praxis ein Anstieg an Propionat
haufig als Indikator einer bevorstehenden Prozesshemmung, wobei ein Propionat-Acetat-
Verhiltnis von grofer als 1,4 herangezogen wird, welches in der Modellrechnung bei 4 lag
(Nielsen et al. 2007).

In dem Prozessmodell wird die Biogasbildung iiberwiegend aus der acetoklastischen und
weniger aus der hydrogenotrophen Methanogenese berechnet. Jedoch zeigt sich anhand der
Gaszusammensetzung nach 35 d, dass der CO2-Anteil sinkt und vermutlich verstérkt in der
hydrogenotrophen Methanbildung verbraucht wurde, da dieser Prozess im Modell erst ab
einem pH-Wert unter 6 inhibiert wird. Zudem héngt die gute Loslichkeit von Kohlendioxid
sowie das Dissoziationsgleichgewicht vom pH-Wert ab, womit die Gaszusammensetzung
beeinflusst werden kann. Da sich in der Modellrechnung bei hohen pH-Werten das
Dissoziationsgleichgewicht in Richtung Hydrogencarbonat verschiebt, wodurch nur eine
geringere COz-Konzentration in der Fliissigphase vorliegt, sinkt folglich das CO in der
Gasphase und der Methangehalt steigt.

Das Prozessmodell wurde mit der Zielfunktion zur Minimierung der Summe der
Fehlerquadrate durchgefiihrt, wobei die Messdaten einige Extremwerte aufwiesen, die
moglicherweise in der Zielfunktion zur Anpassung der Modellrechnung liberbewertet wurden.

Die eingesetzte Zielfunktion eignet sich besser bei normalverteilten Messfehlern, ist aber
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einfach in der Anwendung (Donoso-Bravo et al. 2011; Weinrich 2017). Der Einfluss von
Extremwerten kann im Verlauf des pH-Wertes betrachtet werden, da dort nur ein Messpunkt
bei 6,65 liegt und in der Modellrechnung versucht wurde, diesen Punkt abzubilden. Mit einem
eingefiihrten bzw. zugewiesenen Gewichtungsfaktor der Messgrofen in der Zielfunktion kann
dies jedoch teilweise bereinigt und die Modellanpassung somit verbessert werden (Donoso-
Bravo ef al. 2011). Dennoch war es nicht moglich, alle Messdaten mit diesem Ansatz genau
abzubilden und bestmogliche Bestimmtheitsmalle zu erreichen. Mdéglicherweise kann durch
alternative ~ Herangehensweisen der  Zielfunktion oder der Bestimmung des
Bestimmtheitsmalles durch absolute Differenzen eine geringere Modellabweichung unter
Berticksichtigung der Extremwerte erzielt werden (Weinrich et al. 2021). Die angepassten
Modellparameter lieBen sich auf Grundlage von Modellanalysen und Literaturauswertungen
anhand einer Parameterverteilung einordnen, worin auch die Verteilung durch mogliche

Ausreiler berlicksichtigt wird, welche in Tabelle 26 aufgelistet sind (Weinrich 2017).

Tabelle 26: Einordnung der angepassten Modellparameter im Bereich der Parameterverteilung des
massenbasierten ADM1. Angegeben sind Minimal-, Maximal- sowie Median-Werte der Parameterverteilung
(Weinrich 2017).

Min Median Max Modellanpassung
Maximale Wachstumsraten [d]
L su 1,25 5 37,5 0,64
tm.aa 1,25 5 37,5 0,27
Hm,fa 0,08 0,44 0,89 0,27
tm,bu 0,18 0,7 2,7 0,50
Hm,pro 0,12 0,28 1,2 0,12
Hm.ac 0,10 0,36 0,91 0,29
T 0,38 1,97 42 1,91
m.va 0,18 0,7 2,7 0,23
Halbsittigungskonstanten [g L]
Ks s 0,001 0,046 1,201 0,20
K aa 0,001 0,046 1,201 0,08
KS,fa 0,03 0,350 3,210 0,06
Ksva 0,0007 0,030 0,231 0,05
Ks b 0,0007 0,030 0,231 0,15
Ks pro 0,0007 0,040 0,331 0,05
Ks ac 0,003 0,090 1,750 0,40
Ks h2 1,53-108 2,10-10° 7,56:107 1,1-107
Reaktionskonstanten [d]
k.p 0,02 0,47 2,88 0,81
kpr 0,01 0,30 2,68 0,37
ky; 0,01 0,08 0,76 0,06

K gec 0,001 0,03 1 0,09
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Es geht daraus hervor, dass in dieser Arbeit in der Parameteranpassung des Modells geringere
Wachstumsraten der Zucker- und Aminosdureabbauenden Mikroorganismen berechnet
wurden, um die experimentellen Messdaten abbilden zu konnen. Dies hing vermutlich mit der
Akkumulation der organischen Sduren in der Modellrechnung zusammen, da eine geringe
Wachstumsrate in der Acidogenese eine langsamere Produktion von Valerat, Butyrat und
Propionat bedeutet. Bis auf die zwei genannten Parameter befanden sich alle anderen Werte
im Bereich der angegebenen Parameterverteilung.

Es konnte gezeigt werden, dass das massenbasierte ADMI fiir eine Simulation zur Abbildung
der Biogasproduktionsraten und charakteristischer Zwischenprodukte genutzt werden kann.
Allerdings wird zuvor eine  Substratcharakterisierung zur Bestimmung der
Modelleingangswerte bendtigt, da unterschiedliche Substratzusammensetzungen die
Simulationsergebnisse =~ maligeblich  beeinflussen  konnen.  Zusétzlich  unterstiitzen
Parameteranpassungen die Anndherung der Modellrechnung zur Abbildung von Messwerten.
Je nach Datenverfiigbarkeit und Anlagenkonzeption kann das Modell im Anlagenbetrieb fiir
eine Prozesssteuerung oder Prozessiiberwachung genutzt werden. Damit kann das validierte
Biogasmodell als Grundlage zur Beschreibung des Gesamtmodells einer flexiblen
Biogasproduktion mit einer integrierten MEZ eingesetzt werden. Der durch eine MEZ
produzierte Wasserstoff sowie das Kohlendioxid aus dem Biogasprozess konnen in einem
folgenden autotrophen Prozess stofflich genutzt und in Plattformchemikalien umgesetzt

werden.

4.3  Modellierung der Produktion von Plattformchemikalien

Fiir einen nachfolgenden Prozess wurde ein heterotrophes und autotrophes Prozessmodell
entwickelt, um die Produktion der Plattformchemikalien Acetoin und 2,3-Butandiol zu
simulieren. In den Prozessmodellen wurde dementsprechend auf Basis von Fruktose, der
heterotrophe und zur stofflichen Nutzung von Wasserstoff und Kohlendioxid der autotrophe
Produktionsprozess simuliert. Dazu wurden Modellstrukturen individuell an die erhobenen
experimentellen Prozessdaten der jeweiligen Produktionsprozesse durch gentechnisch
verdnderte C. necator-Stimme angepasst.

Auf Grundlage der zur Verfiigung gestellten experimentellen Daten wurde zu Beginn ein
heterotrophes Batch-Prozessmodell basierend auf Massenbilanzen in Form von
Differentialgleichungen entwickelt. Anhand der Messdaten wurden Prozessbeobachtungen
identifiziert, wie beispielsweise Riickreaktionen der Produkte oder Wachstumsinhibierungen.

Dabei ist dieses Vorwissen essentiell fiir die Entwicklung einer geeigneten Modellstruktur, da
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diese aus mechanistischen Verkniipfungen besteht und letztlich die Interaktionen und
Prozesse der Kulturdynamik beschreiben soll (Moéller et al. 2019). Dahingehen konnen nicht
bekannte GroBen der Modellparameter auf Grundlage der Messdaten angepasst und geschitzt
werden, um die Messdaten mit dem Prozessmodell passend abbilden zu kénnen. Mit dem
entwickelten heterotrophen Prozessmodell war es moglich, die Produktion von Acetoin und
2,3-Butandiol in Abhingigkeit des Fruktoseverbrauchs und des Biomassewachstums fiir drei
getestete heterotrophe Stimme nachzubilden, wie in Abschnitt 3.1.3 gezeigt wurde. Das
integrierte Modell und die vorgeschlagenen Ratenstrukturen basierten auf der Annahme eines
limitierenden Substrats und wurde durch die Monod-Funktion beschrieben. Damit sind in dem
Modell Zellwachstum und die Produktbildung von dem Substratverbrauch abhéngig.

Die Simulationen fiir budC (K. pneumoniae), budC (K aerogenes) und budC (E. cloacae)
zeigten insgesamt eine passende Abbildung der Messdaten, welches anhand der berechneten
BestimmtheitsmafBle gezeigt werden konnte. Jedoch wurden die Biomasseakkumulationen
nach der exponentiellen Wachstumsphase in allen drei Varianten iiberschétzt, wodurch der
Messpunkt im Ubergang zur stationéiren Phase nicht abgebildet werden konnte. Dieser Effekt
trat aufgrund von Zelllyse ein, welche ab einer geringen Substratkonzentration in den
Experimenten einsetzte und im Modell beriicksichtigt wurde. Dadurch wurde eine hohere
optische Dichte simuliert, um in der Modellrechnung den letzten Messpunkt abzubilden.
Allerdings ist diese Prozessbeobachtung und Abbildung im Modell hdchstwahrscheinlich
nicht fiir zukiinftige Anwendungen prozessrelevant, da eine Zelllyse oder Substratlimitierung,
die zu einer Produktlimitierung fiihrt, unerwiinscht wére und der Prozess vorher gestoppt oder
weiteres Substrat dazugegeben werden kann. Dennoch wurde ein Modell entwickelt, um den
gesamten Verlauf der zur Verfligung gestellten Messdaten abzubilden. Zusitzlich kann eine
Anpassung der Gewichtungsfaktoren in der Zielfunktion zu einem besseren
Simulationsergebnis der optischen Dichte fiihren.

Die simulierten Acetoinwerte wurden im Vergleich zu den experimentellen Datenpunkten
etwas niedriger vorhergesagt. Dies ist auf die beobachtete Riickreaktion von 2,3-Butandiol zu
Acetoin zuriickzufiihren, die eintrat, sobald das Substrat fast aufgebraucht war. Durch die
Riickreaktion kann fiir den Organismus die NAD(P)H-Konzentration reguliert werden, wobei
sie zusdtzlich flir die Nutzung von Acetoin oder 2,3-Butandiol als Kohlenstoffquelle
notwendig ist (Ji et al. 2011). Der Verbrauch von Acetoin durch C. necator wurde durch eine
Deletion der acoABC-Gene verhindert. Die abnehmenden 2,3-Butandiol-Konzentrationen
wurden mit einem angepassten Ausbeutekoeffizienten berechnet. Dabei wurde angenommen,

dass aus einem Mol 2,3-Butandiol ein Mol Acetoin entsteht.
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Aus den zur Verfligung gestellten experimentellen Messdaten wurde eine Wachstumskurve
auf den hemmenden Effekt durch 2,3-Butandiol untersucht, woraus eine Hemmung ab
0,91 gL' hervorging. In der Modellstruktur wurde ebenfalls eine Funktion der
Produktinhibierung eingebaut, welche jedoch keinen Einfluss hatte, da die erreichten
Produktkonzentrationen unterhalb dieses Grenzwertes blieben oder erst am Ende des
Prozesses erreicht wurden und damit nicht prozessrelevant waren. Moglicherweise konnte
dies ein zusétzlicher der Grund fiir eine {iberschétzte Biomassesimulation sein, da der Einfluss
der Hemmung bereits unterhalb dieses Grenzwertes eintrat, jedoch experimentell nicht
getestet wurde. Es liegen keine Referenzdaten vor, auB8er fiir andere Organismen, die jedoch
nicht vergleichbar sind. Beispielsweise wurde von einem kinetischen heterotrophen Modell
zur Produktinhibierung und Produktion von 2,3-Butandiol berichtet, in dem eine hemmende
Auswirkung ab einer Konzentration von 10 gL' auf das Wachstum ermittelt wurde,
allerdings fiir einen anderen Mikroorganismus (Kim et al. 2016).

Von besonderem Interesse ist die Anwendung der Produktionsstimme unter autotrophen
Bedingungen, da sie die stoffliche Nutzung von Gasen wie Wasserstoff und Kohlendioxid
ermoglichen. Dazu wurden die beiden leistungsfahigsten Varianten, budC (K. pneumoniae)
und budC (E. cloacae) sowie zusitzlich eingefithrte Varianten einer Carbonanhydrase
cag (K. pneumoniae) und cag (E. cloacae) unter autotrophen Bedingungen simuliert.
Basierend auf Prozessbeobachtungen und anhand der Messdaten wurde, &hnlich zum
heterotrophen Modell, eine autotrophe Modellstruktur entwickelt und mit einem
Stofftransport der Gase erweitert. Fiir das Modell wurde ebenfalls die Annahme eines
limitierenden Substrats angenommen, weshalb dies in der Modellstruktur mit der Monod-
Kinetik beschrieben wurde und die Produktbildung ebenfalls aus dem Substratumsatz
erfolgte. Als Substrat wurden die im Prozess beteiligten Gase Sauerstoff, Kohlendioxid und
Wasserstoff herangezogen. Mit dem entwickelten autotrophen Modell war es mdglich, die
Aufnahme der Gase sowie die Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol passend abzubilden,
was anhand der berechneten Bestimmtheitsmale verdeutlicht wurde. Allerdings wiesen die
experimentellen Daten teilweise unterschiedliche Reaktionsprozesse der autotrophen Stimme
auf, weshalb individuelle Anpassungen der Modellstrukturen erforderlich waren, um die
beobachteten Prozesse der Riickreaktion von 2,3-Butandiol zu beriicksichtigen. Ein Problem
des Modells war, dass Produktionsstimme unter autotrophen Bedingungen nur eine sehr
geringe Biomasseproduktion aufwiesen. Daher wurden die Experimente bei einer ODgoo von 4
durchgefiihrt, was im Modell beriicksichtigt werden musste. Allerdings wird die Monod-

Kinetik meist fir Wachstumsmodelle eingesetzt, wobei unter autotrophen Bedingungen nur
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eine Zelllyse {iber einen langen Zeitraum beobachtet wurde. Aus diesem Grund wurden durch
die Modellanpassungen geringe Wachstumsraten und hohe Ausbeutekoeffizienten berechnet,
um die Messdaten in der Modellrechnung abbilden zu konnen.

Auch unter autotrophen Bedingungen konnten Reaktionen zwischen Acetoin und 2,3-
Butandiol zu verschiedenen Prozessbedingungen beobachtet und in dem Modell
beriicksichtigt werden. Fiir die Variante budC (K. pneumoniae) wurde in der Modellstruktur
eine Reaktion von Acetoin zu 2,3-Butandiol in Betracht gezogen, die auftrat, sobald CO; als
Kohlenstoffquelle fast aufgebraucht war. Nachdem CO, aufgebraucht war, fand eine
Riickreaktion von 2,3-Butandiol zu Acetoin statt, solange noch O» vorhanden war. Sobald
beide Gase verbraucht waren, trat erneut eine Reaktion von Acetoin zu 2,3-Butandiol auf, was
im Modell eingebracht wurde. Diese mathematisch beschriebenen Effekte wurden auch fiir
die Variante cag (E. cloacae) integriert. Aus den Messdaten ging zusétzlich hervor, dass
nachdem Kohlendioxid und Sauerstoff verbraucht waren, Wasserstoff nicht weiter verbraucht
wurde. In dem Prozessmodell wurde dies beriicksichtigt, indem nach dem Verbrauch eines
Gases die Kinetik der Wachstumsrate umgestellt wurde, um eine weitere Abnahme der
vorhandenen Gase beschreiben zu konnen. Andernfalls wiirden die Reaktionen in den
Simulationen stoppen, da der Term des verbrauchten Gases und damit die verkniipfte Monod-
Kinetik gegen Null tendieren wiirde. Die vorgeschlagenen spezifischen Aufnahmeraten zur
Beschreibung der beobachteten kinetischen Reaktionen wurden mathematisch als Funktion
der Substratkonzentration formuliert, welche je nach der auftretenden Reaktion Acetoin oder
2,3-Butandiol sein kann. Auflerdem wurden diese in der Modellstruktur unabhingig von der
Monod-Kinetik formuliert und mit Ausbeutekoeffizienten verkniipft. Dies ermdglicht eine
einfach anwendbare Modellstruktur zur Abbildung der beobachteten Prozesse. In der
Prozessanwendung wiren die auftretenden Effekte vermutlich nicht prozessrelevant, da der
Prozess nach dem Verbrauch der Kohlenstoffquelle gestoppt oder stetig Gase zugefiihrt
werden wiirden und somit keine Limitierungen auftreten konnen.

Aus den Messdaten wurden Raum-Zeit-Ausbeuten zu Zeitpunkten bestimmt, als fiir die
jeweilige Variante kein CO> mehr nachweisbar war. Fiir die Varianten budC (E. cloacae) und
cag (E. cloacae) war dieser Zeitpunkt bereits bei dem zweiten Gasmesspunkt nach 48 h
erreicht, weshalb eine zeitliche Auflosung innerhalb der 48 h unklar ist. Mithilfe des
Prozessmodells war es moglich, die Verldufe der Gase zu simulieren, wodurch Raum-Zeit-
Ausbeuten zu jedem Zeitpunkt auf Grundlage der Simulationsergebnisse berechnet werden
konnten. Somit wurden die Raum-Zeit-Ausbeuten der Simulationsergebnisse zu den

Probenahmezeitpunkten sowie die maximalen Raum-Zeit-Ausbeuten der Varianten iiber den
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gesamten Prozessverlauf bestimmt. Die aus den Simulationsergebnissen berechneten Raum-
Zeit-Ausbeuten waren bei den bestimmbaren Messzeitpunkten vergleichbar mit den aus den
experimentellen Daten bestimmten Raum-Zeit-Ausbeuten. Die hochsten Raum-Zeit-
Ausbeuten wurden fiir die E. cloacae-Varianten am zweiten Probennahmepunkt mit
40,86 mg L' h'! (hudC) und 38,57 mg L' h! (cag) im Vergleich zu den K. pneumoniae-
Varianten mit 1725mgL'h' (budC) und 10,13 mgL'h! (cag) gezeigt. Bei der
Berechnung der maximal moglichen Raum-Zeit-Ausbeuten aus den Simulationen der E.
cloacae-Varianten zeigte sich, dass diese innerhalb der ersten 24 h fast doppelt so hoch waren
wie die experimentell bestimmten. Folglich kann das Prozessmodell eine bessere Auflosung
der Produktivititen iiber den gesamten Zeitraum aufzeigen und somit potentielle
Raumzeitertrige berechnen, die in langfristigen Produktionen ohne eine Substratlimitierung
auftreten wiirden.

Damit kann das Prozessmodell eine stoffliche Nutzung und Umwandlung von Wasserstoff
und Kohlendioxid in hoherwertige Produkte wie Acetoin und 2,3-Butandiol akkurat
beschreiben und simulieren. Weiterhin wére es moglich, das Prozessmodell zu erweitern und
einen zufilhrenden Gasstrom zu integrieren, um Kontrollstrategien und Einfliisse

verschiedener Néhrstoffbeschrankungen zu beschreiben.

4.4  Etablierung einer Elektrodenregelung fiir den Biogasprozess in einem

Prozessmodell

Fiir den Prozess einer flexiblen Biogasanlage wurden die beteiligten Prozesse MEZ,
Biogaserzeugung und autotrophe Produktion von Plattformchemikalien zuvor in separaten
Prozessmodellen betrachtet und validiert. Fiir ein Gesamtmodell wurde der Prozess der
Biogasproduktion mit der MEZ kombiniert, wobei die entstehenden Gase anschliefend in
dem Modell der autotrophen Produktion genutzt werden konnen. Hierfiir wurde der Einfluss
einer MEZ bei einer Regelung und Steuerung des Elektronenflusses aus dem Substratumsatz
der im Biofilm eingeschlossenen Mikroorganismen durch verschieden angelegte
Anodenpotentiale auf den Biogasprozess in Abschnitt 3.1.4 untersucht. Die Steuerung des
Elektronenflusses einer MEZ konnte zuvor in einem separaten Prozessmodell in Abschnitt
3.1.1 gezeigt werden.

In dem kombinierten Prozessmodell wurde der Einfluss auf den Biogasprozess bereits bei
einem niedrigen Anodenpotential mit einem geregelten Elektronenfluss von 20 %, ersichtlich.
Ab dem Zeitpunkt des angelegten Potentials nahm die Biogasproduktionsrate ab und es stellte

sich stattdessen eine Stromdichte durch die MEZ ein. Bei einer zunehmenden Erhéhung des
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Potentials und einer dadurch hoheren Aktivitit des Anodenbiofilms zeigte sich eine weiter
abnehmende Biogasproduktionsrate und eine dafiir ansteigende Stromdichte ab 60, 88 und
115 Tagen. Die simulierte Stromdichte stieg jeweils nach einem Wechsel des Potentials auf
ein neues Niveau an, wobei sich direkt eine Plateauphase einstellte, wie zuvor in dem
Prozessmodell der MEZ in Abschnitt 3.1.1 beschrieben wurde. Zur Beschreibung dieses
Prozesses wurde das NM-Modell verwendet, da diese bei Potentialwechseln die Stromdichte
passend abbilden kann und aufgrund weniger Parameter leichter als das BVM-Modell
anzuwenden ist (Knoll et al. 2023). Aufgrund des Substratumsatzes der exoelektrogenen
Mikroorganismen des Anodenbiofilms der MEZ stand der acetoklastischen Methanogenese
im Biogasprozess weniger Substrat und somit weniger Elektronen fiir die Biogaserzeugung zu
Verfligung, weshalb diese in der Modellrechnung abnahm. Stattdessen wurden diese
Elektronen durch den Substratumsatz des leitfdhigen Biofilms auf die Anode iibertragen,
welche zur Kathode transportiert werden und dort Protonen zu Wasserstoff reduzieren.

In dem Modell wurde angenommen, dass wie bereits zuvor in den Versuchen der Co-Kultur
langfristig G. sulfurrenducens als dominierende Spezies im Biofilm auftritt. Aus diesem
Grund wurde in der Acetat-Bilanz des Biogasmodells ein weiterer Acetatverbrauchsterm
eingefiigt, welcher die MEZ-Komponente reprisentiert, aber nicht die anderen organischen
Sduren im Modell beeinflusst. Anhand von Literaturauswertungen wurde die Auswirkung
verschiedener Acetatverbrauchsraten eines G. sulfurrenducens Biofilms in dem Modell
untersucht (Korth et al. 2020; Zarabadi et al. 2019; Zhu et al. 2013). Dadurch konnte ein
moglicher Bereich der zu erwartenden Biogasproduktion bei unterschiedlichen Potentialen
gezeigt werden. Anhand der Ergebnisse in Abbildung 25 wurde bestitigt, dass geringere
Biogasproduktionsraten in der Simulation berechnet wurden, je hoéher die
Acetatverbrauchsrate war. Allerdings wurde keine Erhohung der maximal erzeugten
Stromdichte in dem Modell angenommen, da dieses Limit aus den Simulationsergebnissen
des experimentell ermittelten Datensatzes der Co-Kulturversuche aus Abschnitt 3.1.1
iibernommen wurde. Aus den Simulationsergebnissen ging eine um durchschnittlich 17,7 %
verringerte Biogasproduktion bei einer mittleren Acetatverbrauchsrate im Vergleich zum
Betrieb ohne eine MEZ hervor. Im Betrieb eines Elektronenflusses von 100 % wiirden in der
Modellrechnung allerdings bis zu 36,8 % weniger Biogas produziert werden. Stattdessen kann
in dem Modell eine maximale Wasserstoffproduktionsrate von 0,51 L m? h'! erreicht werden.
Aus der im Modell durchgefiihrten Elektrodenregelung und Betriebsfithrung wurde insgesamt
bis zu 453 L Wasserstoff produziert, was einem Energiegehalt von 1,36 kWh entspricht.

Allerdings gibt es eine Reihe von Einflussfaktoren fiir einen optimalen MEZ-Prozess (Klein
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et al. 2023). Ein Problem im Betrieb eines solchen Prozesses konnte sein, dass
hydrogenotrophe Methanbildner die Kathodenoberfliche besetzen und den dort entstehenden
Wasserstoff direkt nutzen und mit gelostem Kohlendioxid zu Methan umwandeln, wodurch
der produzierte Wasserstoff nicht mehr zur Verfligung stiinde. Um diesem Problem
entgegenzuwirken, miisste eine Trennung der Anoden- und Kathodenkammer durch eine
Protonenaustauschmembran umgesetzt werden oder der Biofilm der Methanogenen an der
Kathode regelméBig abgetrennt werden. Aulerdem sollte beim Reaktorentwurf der MEZ der
Abstand zwischen der Anode und Kathode so minimal wie moglich gehalten werden, da bei
hohen Elektrodenabstinden hiufig  Uberspannungen notwendig sind, die zu
Prozesslimitierungen fithren konnen (Krieg et al. 2014).

Die Auswirkung der Elektrodenregelung konnte auch anhand des Verlaufs der
Acetatkonzentration und des pH-Wertes gezeigt werden. In der Betriebsfiihrung der
Modellrechnung konnte somit {iber den gesamten Prozessverlauf eine durchschnittliche
Abnahme der Acetatkonzentration von 0,17 g L' im Vergleich ohne eines MEZ-Systems
erreicht werden. Dahingegen konnten im Modell in Betrieb eines Elektronenflusses von
100 % bis zu 0,7 g L' an Acetat mit einer mittleren Acetatverbrauchsrate von 1,2 g L' d! des
anodischen Biofilms abgebaut werden. Dies hatte aulerdem eine Zunahme des pH-Wertes zur
Folge, welcher um bis 0,08 anstieg. Damit konnte gezeigt werden, dass eine
Elektrodenregelung und die Integration einer MEZ in den Biogasprozess eine Akkumulation
von Acetat vermindern kann und dazu beitrdgt, den pH-Wert im leicht basischen Bereich zu
halten. Ein Einfluss der MEZ auf den Abbau anderer organischer Sduren wurde nicht
beriicksichtigt. AuBlerdem ist bekannt, dass G sulfurrenducens zusitzlich zu Acetat auch
Wasserstoff als Elektronendonor nutzen kann (Caccavo et al. 1994), was allerdings in diesem
Prozessmodell nicht beriicksichtigt wurde und bei einer moglichen Trennung der
Elektrodenkammern wenig Bedeutung hitte. Allerdings konnte dies ebenso einen positiven
Effekt auf den Biogasprozess in naher Umgebung der Anode haben, da somit der
Wasserstoffpartialdruck zusétzlich gesenkt werden kann. Dadurch kann eine Hemmung der
Acetogenese minimiert werden, da diese nur bei geringen Wasserstoffpartialdriicken exergon
abliduft und ansonsten organische Siuren akkumulieren. Allerdings stiinde dann weniger
Wasserstoff der hydrogenotrophen Methanbildner zur Verfligung, was wiederum mit Hilfe
der Elektrodenregelung gesteuert werden kann.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der an der Kathode produzierte Wasserstoff sowie das
Kohlendioxid aus dem Biogasprozess in einem autotrophen Prozess stofflich genutzt und

mithilfe eines gentechnisch modifizierten C. necator-Stammes zu Acetoin und 2,3-Butandiol
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umgesetzt werden konnen. Dazu wurde das zuvor entwickelte Batch-Prozessmodell mit
einem konstanten Gasstrom erweitert, dessen Zusammensetzung variiert werden kann. Die
gewlinschte Gaszusammensetzung der Gaszufuhr des autotrophen Prozesses miisste aus den
produzierten Gasen der MEZ und des Biogasprozesses eingestellt werden. In dem Modell
wurde beispielhaft eine Gaszusammensetzung von 12:22:62:4 an CO:02:H2:N> eingesetzt,
wobei sich der Anteil der Gase unterschiedlich auf die Produktbildung auswirken kdnnen.
Aus den Simulationsergebnissen ging mit der produktivsten Variante budC (E. cloacae) eine
Produktion von 2,3-Butandiol von bis zu 4,2 g L' in einem Zeitraum von 50 Stunden hervor.
Allerdings wurde keine Produktinhibierung in der Modellrechnung berticksichtigt. Der dafiir
benotigte Parameter wurde in der Modellanpassung nicht berechnet, da in der Simulation aus
Abschnitt 3.1.3 keine Produktinhibierung eintrat. Des Weiteren wurde durch einen konstanten
Gasfluss einer Limitierung der vorliegenden Gase im Modell entgegengewirkt, wodurch keine
unerwiinschten Riickreaktionen auftraten. Bei einem zu niedrigen Wasserstoffanteil ist in dem
Prozessmodell nur eine sehr geringe Produktion an 2,3-Butandiol aufgrund der schlechten
Loslichkeit und Verfiigbarkeit von Wasserstoff in der Fliissigphase zu erwarten. Es wire
jedoch eine Riickfithrung der unverbrauchten Gase im autotrophen Prozess denkbar, um die
vorhandenen Ressourcen effizient zu nutzen. Zusitzlich sind die Modellparameter bereits auf
die Bedingungen der zur Verfiigung gestellten Messwerte bei einem hohen Wasserstoffanteil
in der Gasphase angepasst. Bei einem Wasserstoffanteil von tliber 4 % miissten jedoch weitere
Sicherheitsmaflnahmen der Prozessanlage getroffen werden, da dieser Wert der unteren
Explosionsgrenze von Wasserstoff entspricht (Schroder et al. 2004). Die Produktion der Gase
aus dem AD-MEZ-Modell wird einen direkten Einfluss auf den autotrophen
Produktionsprozess in Abhéngigkeit der Gasverfligbarkeit haben. So wiirde anhand der
Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.4 bei niedrig angelegten Potentialen weniger Wasserstoff zur
Verfligung stehen und folglich weniger fiir den autotrophen Produktionsprozess. Fiir eine
realititsnahe Simulation des autotrophen Prozesses sind weitere experimentelle Daten bei
verschiedenen Gaszusammensetzungen sowie Messdaten des Prozesses bei konstanten
Gasfliissen notwendig. Das entwickelte autotrophe Modell kann somit zur Simulation der
Produktion von Plattformchemikalien genutzt und mit weiteren Funktionen optimiert werden
sowie anhand zusétzlicher Daten und Prozessbedingungen angepasst und verbessert werden.

Es konnte in dem Prozessmodell einer flexiblen Biogasproduktion gezeigt werden, dass durch
die Integration einer MEZ in den Biogasprozess mit Hilfe einer Elektrodenregelung die
Steuerung der Biogas- und Wasserstoffproduktion moglich ist. AuBerdem bietet diese

Kombination die Moglichkeit, den pH-Wert sowie den Prozess durch einen zusitzlichen
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Abbau organischer Sduren zu stabilisieren. Dariiber hinaus kann dieser Prozess durch eine
bioverfahrenstechnische Kaskade aufgewertet werden, indem in einem autotrophen
Produktionsprozess Plattformchemikalien aus den anfallenden Gasen der flexiblen

Biogasanlage genutzt werden konnen.

4.5 Urin als alternatives Medium

In Abschnitt 3.2.1 wurde untersucht, ob grundsitzlich ein Wachstum der exoelektrogenen
Mikroorganismen S. oneidensis und G. sulfurreducens mit sterilem Urin mdglich ist. Dazu
wurden Bestandteile des synthetischen Mediums zu Urin hinzugegeben und das Wachstum in
Urin mit synthetischem Medium verglichen. Mikroorganismen sind auf eine ausreichende
Versorgung von unterschiedlichen Nihrstoffen angewiesen, da ein Nahrstoffmangel zu einem
verringerten Wachstum fiihren kann (Gottschalk 1986). Urin besteht hauptsdchlich aus
Wasser und enthélt in geringen Mengen Kohlenstoff, Stickstoff und Phosphat sowie Kat- und
Anionen (durchschnittlich 9,2 g L' Stickstoff, 0,74 gL' Phosphat, 0,19 gL Calcium,
0,1 g L' Magnesium, 2,2 g L' Kalium, 2,6 g L' Natrium, 3,8 g L' Chlorid (Nazari et al.
2020)), die fiir die Bildung des Energietrdgers ATP und zur Synthese von Enzymen bendtigt
werden (Gottschalk 1986).

Im Urin sind nur sehr geringe Mengen an verfiligbaren organischen Substraten vorhanden, die
als Energiequelle fiir S. oneidensis und G. sulfurreducens dienen konnen, weshalb in den
Wachstumsversuchen jeweils Laktat oder Acetat als Kohlenstoffquelle dazugegeben wurde,
um ein Wachstum zu gewdhrleisten. In einer Analyse des Urins auf vorhandene Amino- und
Carbonsduren konnten die fiinf Aminosduren Serin, Histidin, Glycin, Alanin und
Phenylalanin sowie 77 mg L' Zitronensiure nachgewiesen werden, jedoch keine weiteren
Kohlenhydrate. Kurzkettige organische Séduren wie Zitronensdure konnen von beiden
Organismen genutzt werden (Koch und Harnisch 2016; Galushko und Schink 2000), wobei
die enthaltene Menge fiir ein signifikantes Wachstum nicht gentigt.

Unter anoxischen Bedingungen bendtigen diese Mikroorganismen zum Wachstum einen
Elektronenakzeptor wie Fumarat, wobei Fumarat zu Succinat reduziert wird (Klein et al.
2024). Ein Elektronenakzeptor ist aufgrund seines Redoxpotentials bei der Ubertragung von
Elektronen aus dem Stoffwechsel der Kohlenstoffquelle essentiell fiir den mikrobiellen
Metabolismus. In den Wachstumsversuchen ohne Fumarat konnte kein bzw. nur ein sehr
geringes Wachstum festgestellt werden. Dies lag offensichtlich am Fehlen eines terminalen
Elektronenakzeptors in ausreichenden Mengen. Im Urin kommt Nitrat in geringen Mengen

von 1,09 mM vor und kann von S. oneidensis, nicht aber von G. sulfurreducens als
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Elektronenakzeptor verwendet werden (Kaden et al. 2002; Saffarini et al. 2015; Rose et al.
2015). Allerdings ist diese Menge im Vergleich zu der zugegebenen Menge an Fumarat von
40 mM deutlich geringer. Zusitzlich kommen im Urin durchschnittlich 15,5 mM Sulfat vor,
was ebenfalls ein Elektronenakzeptor ist, der jedoch weder von S. oneidensis noch von
G. sulfurreducens genutzt werden kann (Caccavo et al. 1994; Saffarini et al. 2015; Udert et
al. 2006). In allen weiteren Versuchen mit Fumarat konnte ein Wachstum beobachtet werden.
Unter zusétzlicher Zugabe einer Vitaminldsung wurde das geringste Wachstum im Vergleich
zum synthetischen Medium gemessen. Die Vitaminlosung schien damit keinen
wachstumsfordernden Effekt auf die Mikroorganismen im Urin zu haben, da das Wachstum
nur auf Laktat oder Acetat mit Fumarat hohere ODgoo-Werte und maximale Wachstumsraten
erbrachte, obwohl Vitamine in der Zelle wichtige katalytische Funktionen als Coenzyme
erfiillen (Chmiel et al. 2018). Bei Zugabe von Hefeextrakt wurde mit S. oneidensis ein
schnelleres Wachstum und eine maximale ODgoo von 0,32 im Vergleich zum Wachstum nur
auf Laktat mit einer maximalen ODsoo von 0,17 erreicht. Dahingegen war das Wachstum fiir
G. sulfurreducens mit zusitzlichem Hefeextrakt mit einer maximalen ODgoo von 0,23 geringer
als mit Acetat, wo eine maximale ODsoo von 0,33 erreicht wurde. Typischerweise enthélt
Hefeextrakt eine Vielzahl an essentiellen Niahrstoffen wie Proteinen, Vitaminen,
Mineralstoffen und Aminosduren, die das Wachstum von Mikroorganismen férdern (Tao et
al. 2023). Fir G. sulfurreducens wurde in dem Wachstumsversuch auf synthetischem
Medium eine maximale Wachstumsrate von 0,145 h™! ermittelt und ist damit vergleichbar zu
einer berichteten Wachstumsrate von 0,15 h' in synthetischem Medium mit Fumarat und
Acetat (Esteve-Nufiez et al. 2005). Aus den Wachstumsexperimenten zeigte sich, dass S.
oneidensis schneller als G. sulfurreducens wéchst und bei Letzterem eine Lag-Phase von bis
zu 10 h beobachtet wurde.

Aus den durchgefiihrten anoxischen Wachstumsexperimenten ergab sich fiir beide
Organismen, dass bei Zusatz einer Komplementierlosung dhnliche Wachstumsraten und
maximale ODgoo-Werte wie mit synthetischem Medium erreicht werden konnten. In der
Komplementierlosung sind Hefeextrakt, Vitamine, Natriumascorbat und Calciumchlorid
enthalten, welche Teile des synthetischen Mediums sind. Es zeigte sich, dass die Kombination
von Hefeextrakt und einer Vitaminldsung einen positiven Effekt auf das Wachstum im
Vergleich zur einzelnen Zugabe hat. Zusitzlich wirkt Natriumascorbat als
Antioxidationsmittel, reduziert oxidativen Stress und verringert das Oxidations-Reduktions-
Potential in der Losung, was wiederum fiir anoxisches Wachstum fordernd ist (Eddy und

Ingram 1953). Des Weiteren tragt Calciumchlorid zur Aufrechterhaltung der Zellstruktur und
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der Regulation zelluldrer Prozesse bei (Fitzgerald et al. 2012). Die beiden Elemente Calcium
und Chlorid sind auch in Urin enthalten.

Die zuvor genannten Komponenten sind alle im synthetischen Medium vorhanden, womit
bessere Wachstumsbedingungen und eine stabile Néhrstoffversorgung im Vergleich zu den
Urinversuchen vorlag. Fiir ein anoxisches planktonisches Wachstum der Organismen im Urin
ist eine Zugabe eines Elektronendonors wie Laktat oder Acetat sowie Fumarat als terminaler
Elektronenakzeptor ausreichend. Mit Hinblick auf eine Verwertung des Urins in einer MEZ
wurde kein Fumarat hinzugegeben, da dort die Anode als terminaler Elektronenakzeptor
fungiert. AuBlerdem wurde bei der Co-Kultivierung nur Laktat hinzugegeben, um das
Wachstum zu gewihrleisten, da in einer realitdtsnahen praktischen Anwendung die Zugabe
weiterer Losungen und Nahrstoffe die Kosten und den Aufwand erhéhen wiirde. Zusétzlich
wichst S. oneidensis schneller als G. sulfurreducens und kann somit zeitnah Laktat in Acetat

umwandeln.

4.6  Leistung einer MEZ bei der Verwendung von Urin mit einer Co-Kultur

Im zweiten Fokusbereich der Arbeit wurde untersucht, ob Urin als alternative Substratquelle
fiir eine MEZ geeignet sein konnte. Der Vorteil wire, dass es hier keinen Konflikt zwischen
der energetischen und stofflichen Nutzung geben diirfte. Die Versuche starteten mit der
Verwertung von Urin in zwei MEZ-Ausfiihrungen mittels einer definierten Co-Kultur und die
Ergebnisse wurden mit der Verwendung von synthetischem Medium verglichen. Dazu wurde
dem Urin Laktat als zusétzlicher Elektronendonor zugesetzt und die Stromproduktion
gemessen. Die eingesetzten mikrobiellen Elektrolysezellen, eine mikrobielle 3-
Elektrodenzelle sowie eine 3-Elektroden-Durchflusszelle wurden in den Abschnitten 2.3.1
und 2.3.2 beschrieben. Im Anschluss der Experimente wurde als Endpunktanalyse die
Anodengemeinschaft analysiert.

Bei einer Anwendung der definierten Co-Kultur in der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle wurde
festgestellt, dass in synthetischem Medium hohere Stromdichten als in sterilem Urin mit
Laktat erreicht werden konnten (Abbildung 32). Mit sterilem Urin wurde nach 80 Stunden
eine maximale Stromdichte von 59 pA cm? erreicht, die jedoch nur 37,8 % der maximalen
Stromdichte auf synthetischem Medium von 156 pA cm™ betrug. Ein #hnliches Bild ergab
sich bei Betrachtung der mittleren Stromdichten, welche mit sterilem Urin um 59 % geringer
waren (Abbildung 33). Demnach kann eine schlechtere Néhrstoffversorgung des Urins im
Vergleich zu den Bestandteilen des synthetischen Mediums eine Ursache fiir die geringere

Stromproduktion sein, da die Stromproduktion mit der Substratverfiigbarkeit und dessen
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Umsatzrate zusammenhéngt (Kadier et al. 2014). Im synthetischen Medium standen 20 mM
Laktat als Substrat zur Verfiigung, wovon 3,8 mM innerhalb von 80 Stunden verbraucht
wurden. Bei der Durchfiihrung mit sterilem Urin wurde die bendtigte Menge von 3,8 mM
Laktat zugegeben, wovon 1,3 mM verbraucht wurden. Demnach entsprach der
Substratumsatz in Gegenwart von Urin 34 % der zugegebenen Laktatmenge und korreliert
somit in etwa mit der niedriger gemessenen Stromdichte im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Berechnung der theoretischen Wasserstoffproduktion wurde angenommen, dass alle
verfiigbaren Elektronen des Stromflusses an der Kathode mit Protonen zu Wasserstoff
reduziert werden. Damit steht die theoretische Wasserstoffproduktionsrate der MEZ in
direkten Zusammenhang mit der gemessenen Stromdichte, weshalb im Urin mit einer
Wasserstoffproduktionsrate von 0,13 Lm?h' eine um 58 % geringere Rate als im
synthetischen Medium erzielt wurde (Abbildung 33). Es konnen jedoch Verluste der zur
Kathode flieBenden Elektronen auftreten, z.B. aufgrund von ohmschen Verlusten und
Effizienzverlusten des Systems, weshalb die tatsdchliche Wasserstoffproduktionsrate
niedriger als die theoretische sein diirfte (Utesch und Zeng 2018). In diesem Zusammenhang
wurde in einer Studie gezeigt, dass die gemessene tatsdchliche Wasserstoffproduktionsrate
81,65 % der theoretisch berechneten betrug (Utesch und Zeng 2018). Effizienzverluste
konnen durch Nebenreaktionen von Bestandteilen des Mediums an den Elektroden entstehen,
sollten jedoch nur in geringem Umfang auftreten. Im Urin konnten das enthaltene Nitrat und
Sulfat zu Stickstoff und Schwefel reduziert werden. Um Nebenreaktionen zu verhindern,
konnen Anoden- und Kathodenraum durch eine Protonenaustauschmembran getrennt werden,
was jedoch den Betriebsaufwand und die Kosten des Systems steigert (Krieg et al. 2014;
Krieg et al. 2018).

Die niedrigere Stromdichte mit Urin kann auch durch eine Betrachtung der sich
entwickelnden Anodengemeinschaft erklért werden. Im Anodenbiofilm betrug der Anteil von
G. sulfurreducens im synthetischen Medium rund 96,8 %, wohingegen dieser im sterilen Urin
nur bei 54,2 % lag (Abbildung 34). Es ist bekannt, dass G. sulfurreducens-Kulturen dickere
Biofilme und mehr Strom als S. oneidensis-Kulturen produzieren konnen (Engel et al. 2019).
Ein Grund dafiir ist, dass G. sulfurreducens leitfdhige Pili produziert und somit in den oberen
Schichten eines dicken Biofilms einen Kontakt zur Anode herstellen kann (Klein et al. 2024).
Diese Pili bilden zusammen mit extrazelluliren Cytochromen vom Typ c¢ ein leitfahiges
Netzwerk und einen leitfadhigen Biofilm, wodurch Elektronen direkt auf die
Elektrodenoberflache iibertragen werden konnen (Reguera 2018). Moglicherweise wurde

aufgrund der verdnderten Wachstumsbedingungen auf Urin zu wenig Acetat fiir ein
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ausreichendes Wachstum von G. sulfurreducens produziert. In der Folge konnte sich
vermutlich aufgrund eines geringeren Anteils des Organismus nur ein weniger leitfahiger
Biofilm ausbilden, was zu einer Einschrankung des Elektronentransfers fiihrte.

Im Vergleich dazu wurde von Co-Kulturversuchen mit synthetischem Medium berichtet,
woraus eine dhnliche Zellverteilung von 91-95 % G. sulfurreducens und 5-9 % S. oneidensis
der Anodengemeinschaft ermittelt wurde (Dolch et al. 2014; Prokhorova et al. 2017). Dies
bekréftigt, dass G. sulfurreducens sich langfristig als dominierende Spezies im Biofilm der
Co-Kultur durchsetzt und ma3geblich zur Stromproduktion beitrdgt (Engel ef al. 2019; Dolch
et al. 2016).

Zusitzlich kann eine Diffusionslimitierung der Néhrstoffversorgung in den unteren
Biofilmschichten zu einer geringeren Stromproduktion gefiihrt haben, die in der
Durchflusszelle durch einstellbare Flussraten reduziert werden kann (Hackbarth et al. 2020).
Mit hoheren Flussraten kann der Stofftransport in den Biofilm verbessert werden, da
Diffusionsgrenzschichten durch eine hohere Konvektion verringert werden (Stewart 2012).
Dies trug wahrscheinlich dazu bei, dass in der Durchflusszelle mit synthetischem Medium mit
Zusatz von sterilem Urin eine Stromdichte von 400 pA cm™ erreicht werden konnte, die um
den Faktor 2,5 hoher als in der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle war (Abbildung 35). Weiterhin
fiel auf, dass in der Durchflusszelle eine Plateauphase der Stromdichte nach 150 Stunden
erreicht wurde, wihrend diese in der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle mit synthetischem
Medium bereits nach 80 Stunden erreicht war. Dies ist zum einen auf die hydrodynamischen
Bedingungen in der Durchflusszelle zurtickzufiihren und zum anderen auf die Beschaffenheit
des Anodenmaterials. In der Durchflusszelle wurde eine glatte Graphitplatte verwendet,
wihrend in der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle ein Graphitvlies verwendet wurde, das eine
bessere 3D-Struktur fiir die Anheftung der Organismen bietet. Die freie Anodenoberfldche
war in der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle um das 1,8-fache groBer als in der Durchflusszelle,
womit mehr Zellen die Mdglichkeit haben im direkten Kontakt zur Anode zu stehen, um
Elektronen abzugeben. Damit kann auch das Anodenmaterial einen Einfluss auf die
Stromproduktion haben (Kipf et al. 2013). Dieses Ergebnis deutet darauthin, dass nicht nur
die verfiigbare Flache, sondern auch die Ausbildung eines leitfidhigen Biofilms und die
Reduzierung von Stofftransportlimitierungen fiir eine hohere Stromproduktion entscheidend
sind.

Nach dem Wechsel des Mediums in der Durchflusszelle zu unsterilem Urin kam es zu einem
starken Abfall der Stromdichte, was auf das Fehlen einer geeigneten Energiequelle, aber auch

auf die verdanderten Wachstumsbedingungen zuriickzufiihren ist (Abbildung 35). Dennoch lag
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die mittlere gemessene Stromdichte mit unsterilen Urin ohne weitere Kohlenstoffquelle bei
84,9 uA cm und war damit 3-mal hoher als im Batch mit Urin. Mit einer Zugabe von Laktat
konnte gezeigt werden, dass die Stromproduktion und die Aktivitit des Anodenbiofilms der
Co-Kultur nach 23 Stunden auf 350 pA cm™ erhoht werden konnte. Danach nahm die
Stromdichte stetig ab, was vermutlich auf eine weitere Zunahme des Biovolumens sowie eine
Verdichtung und weniger pordse Biofilmstruktur zurlickzufithren ist, da die Flussrate
wahrscheinlich nicht ausreichte, um die Stofftransportlimitierungen zu reduzieren (Abbildung
37). Das gemessene Biovolumen stieg wihrend der Anwuchsphase auf 1,75 mm? an bei einer
Abnahme der Porositét auf 40 %. Nach dem Wechsel des Mediums zu unsterilem Urin wurde

eine Zunahme des Biovolumens um das 1,6-fache auf 2,8 mm?

nachgewiesen, wobei die
Porositdt weiter abnahm und der Biofilm somit dicker und kompakter wurde.

Bei der Analyse der Anodengemeinschaft im Durchflusssystem wurde G. sulfurreducens mit
einem Anteil von 88 % als dominierende Spezies bestimmt. Dies deutet darauf hin, dass der
Anwuchs auf synthetischem Medium auch bei Zugabe von Urin die Bildung eines leitfahigen
Biofilms unterstiitzt und bei Wechsel des Mediums zu unsterilem Urin zur Aufrechterhaltung
eines leitfahigen Biofilms beitrdgt. Zusatzlich wurden 2 % Enterococcacae nachgewiesen,
wodurch die Anodengemeinschaft aufgrund des unsterilen Urins beeinflusst wurde.
Enterokokken konnen unter Umstédnden in der Harnréhre vorkommen und Laktat produzieren,
was wiederum fiir die Co-Kultur von Vorteil sein kann (Ramsey et al. 2014; Keogh et al.
2018). Mit Hinblick auf eine wahrscheinliche Verdnderung der Anodengemeinschaft unter
unsterilen Bedingungen besteht zusétzlich die Mdoglichkeit, zusitzliche Energie aus der
Oxidation von Ammoniumionen durch dazu fahige Mikroorganismen zu erhalten (Zheng et
al. 2020).

Bisher wurde keine Co-Kultur von S. oneidensis und G. sulfurreducens im Urin mit einer
MEZ untersucht, weshalb kein direkter Vergleich der erzielten Stromdichten mit berichteten
Werten moglich ist. Dahingegen bestand der Anodenbiofilm meist aus einer anoxisch
elektroaktiven mikrobiellen Gemeinschaft aus Abwasserstromen (Barbosa et al. 2017;
Prudente ef al. 2021). Darunter wurden in kontinuierlich betriebenen MEZ-Ausfiihrungen mit
meist verdiinntem Urin Stromdichten von 170-1464 nA cm™ erreicht (Kuntke et al. 2014;
Kuntke et al. 2016; Zamora et al. 2017). Die Ergebnisse des Durchflusssystems lassen sich
dennoch in dem genannten Bereich der berichteten Werte einordnen.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Verwertung von Urin mit einer exoelektrogenen
Co-Kultur zur Erzeugung von Wasserstoff mdglich ist. Des Weiteren sollte vor dem Einsatz

mit Urin oder einem Abfallstrom die Co-Kultur in synthetischem Medium angezogen werden,
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um die Ausbildung eines leitfahigen Biofilms sicherzustellen, worin G. sulfurreducens als
dominierende Spezies auftritt. Im Durchflusssystem konnte die Stromproduktion im
Vergleich zum Batch-System der mikrobiellen 3-Elektrodenzelle um das 2,5-fache gesteigert
werden. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass der Biofilm in der Durchflusszelle nach
langerem Substratmangel wieder durch Zugabe von Laktat aktiviert werden konnte und die

Stromdichte anstieg.
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5. Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Prozessfithrung der flexiblen Biogaserzeugung in einem
mathematischen Prozessmodell betrachtet. Dazu wurde die Verwendung einer MEZ mit einer
definierten exoelektrogenen Co-Kultur mit den anaeroben Abbauprozessen einer
Biogasanlage kombiniert. Mithilfe einer Elektrodenregelung der MEZ sollte eine Steuerung
der Biogas- und Wasserstoffproduktion fiir verschiedene Anodenpotentiale demonstriert
werden. Weiterhin wurde ein autotrophes Prozessmodell entwickelt, mit welchem die
Produktion von Plattformchemikalien aus dem entstehenden Wasserstoff und Kohlendioxid
durch mikrobielle Organismen abgebildet werden sollte. Die einzelnen Prozesse MEZ,
Biogaserzeugung und autotrophe Produktion wurden in separaten mathematischen
Prozessmodellen betrachtet und anschlieBend in einem Gesamtmodell veranschaulicht.
Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Urin als Substratquelle in einer
MEZ mit einer definierten Co-Kultur verwendet werden kann, wodurch kein Konflikt
zwischen energetischer und stofflicher Nutzung entstehen sollte.

Fiir die Entwicklung einer Elektrodenregelung der MEZ wurde die Aktivitdt und Robustheit
der exoelektrogenen Co-Kultur experimentell in einem 3-Elektroden-Drehscheiben-Reaktor
bei verschiedenen Anodenpotentialen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Kinetik
des Elektronentransfers der exoelektrogenen Mikroorganismen iiber das -eingestellte
Anodenpotential und damit die Stromdichte gesteuert werden kann, was in einem
Prozessmodell abgebildet wurde. Die erforderliche Energiezufuhr in das System héngt
hauptsichlich vom Anodenpotential ab, sodass dieses Modell dynamisch auf Anderungen der
Energieverfiigbarkeit und des Energiepreises reagieren kann. Dadurch wurde das
Grundprinzip der flexiblen Biogasanlage in einem Simulationsmodell erarbeitet und validiert.
Auf Basis der gemessenen Stromdichten der MEZ  wurden theoretische
Wasserstoffproduktionsraten berechnet. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass diese
aufgrund von ohmschen Verlusten in der Realitdt geringer als die theoretischen ausfallen.
Hierbei wiirde eine Abgasanalytik zum Messen der tatsdchlich produzierten
Wasserstoffmenge aus dem Kathodenraum helfen, die Werte vergleichen zu kdnnen.

Zur Simulation des anaeroben Abbauprozesses auf Basis von Riibensilage wurde das
massenbasierte ADM1 als Prozessmodell genutzt, mit dem das erzeugte Biogas sowie die im
Biogasprozess entstehenden organischen Sduren berechnet werden konnten. Zusétzlich
unterstiitzen Parameteranpassungen die Anndherung der Modellrechnung zur Abbildung von
Messwerten. Dennoch war es nicht moglich, alle Messdaten wie der Acetatkonzentration

passend abzubilden. Eine Moglichkeit wire, das massenbasierte Modell mit variabler
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Stochiometrie zu verwenden, wodurch eine bessere Abbildung der Messdaten aufgrund
anpassbarer Ausbeutekoeffizienten der anaeroben Abbauschritte erreicht werden konnte
(Weinrich 2017; Weinrich und Nelles 2021b). Je nach Datenverfligbarkeit und
Anlagenkonzeption kann das Modell im Anlagenbetrieb fiir eine Prozesssteuerung oder
Prozessiiberwachung genutzt werden. Das validierte Biogasmodell diente als Grundlage fiir
die Beschreibung des Gesamtmodells einer flexiblen Biogasproduktion.

In einem Gesamtmodell der flexiblen Biogasproduktion wurde gezeigt, dass durch die
Integration einer MEZ in den Biogasprozess mit Hilfe einer Elektrodenregelung eine
Steuerung der Biogas- und Wasserstoffproduktion mdglich ist. Dies wurde durch den Betrieb
verschiedener Anodenpotentiale und verschiedener Acetatverbrauchsraten des Biofilms in
einem Modell vorgestellt. Aulerdem bietet diese Kombination die Moglichkeit, den pH-Wert
und den Prozess durch einen zusétzlichen Acetatabbau zu stabilisieren. Damit konnte gezeigt
werden, dass die Integration einer MEZ fiir den Biogasprozess von Vorteil sein kann,
wodurch dieser beeinflussbar und steuerbar wird. Das Prozessmodell konnte um weitere
Prozesse erweitert werden, um den Gesamtprozess zu optimieren. Es konnte beispielsweise
die Auswirkung der Wasserstoffaufnahme durch G. sulfurreducens im Anodenbiofilm als
weiterer Elektronendonor neben Acetat im Modell eingebunden werden. Damit konnte der
lokale Einfluss auf den anaeroben Abbau durch eine Senkung des Wasserstoffpartialdrucks
untersucht werden.

Weiterhin konnte in einem entwickelten autotrophen Prozessmodell die Produktion von
Acetoin und 2,3-Butandiol aus Wasserstoff und Kohlendioxid anhand experimenteller
Messwerte simuliert werden. Die Verfiigbarkeit der Gase wird einen direkten Einfluss auf den
autotrophen Produktionsprozess haben. Das entwickelte Modell kann zur Simulation der
Produktion von Plattformchemikalien genutzt und mit weiteren Funktionen optimiert werden
und anhand zusétzlicher Daten und Prozessbedingungen angepasst und verbessert werden.
Somit wiirde das Modell von weiteren experimentellen Datensédtzen bei verschiedenen
Gaszusammensetzungen sowie von Versuchen mit einem konstanten Gasfluss profitieren.
Bisher wurde der Einsatz der Co-Kultur zur Behandlung von Urin in einer MEZ nicht
untersucht. Zu Beginn wurde das planktonische Wachstum von S. oneidensis und
G. sulfurreducens in sterilem Urin untersucht. Aus den Ergebnissen ging hervor, dass ein
Wachstum im Urin unter Zugabe eines geeigneten Elektronendonors und Elektronenakzeptors
moglich ist. Im Anschluss daran wurde die Verwendung von Urin in zwei MEZ-Designs
untersucht, mit synthetischem Medium verglichen und die Anodengemeinschaft analysiert.

Im Batch-Betrieb wurde in sterilem Urin eine um 59 % geringere Stromdichte als im



Fazit und Ausblick 113

synthetischen Medium gemessen. Dagegen konnte die Stromdichte in einem
Durchflusssystem aufgrund besserer hydrodynamischer Bedingungen um das 2,5-fache
gesteigert werden. Weiterhin kann es von Interesse sein, den gesamten Stickstoffgehalt im
Urin erfassen. Eine Stickstoffentfernung bei der Behandlung von Urin in einer MEZ konnte
zu einer potentiellen Entlastung von Kldranlagen fiihren, da dort hierfiir weniger Energie
bendtigt werden wiirde. Eine Analyse der Anodengemeinschaft der MEZ zeigte, dass
langfristig G. sulfurreducens als dominante Spezies auftrat und fiir die Ausbildung eines
leitfahigen Biofilms wichtig ist, weshalb eine exoelektrogene Co-Kultur vor dem Einsatz mit
Urin oder eines Abfallstroms in synthetischem Medium angezogen werden sollte.

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Prozessmodell der flexiblen Biogaserzeugung konnte
gezeigt werden, dass mithilfe der Elektrodenregelung die Biogasproduktion zugunsten der
wasserstoffbasierten Wertstoffproduktion reduziert werden kann. Dies konnte zu neuen
Geschiftsmodellen fiir Landwirte fithren, die zu Produzenten von Plattformchemikalien
werden konnten. AuBerdem besteht die Moglichkeit, bestehende Biogasanlagen mit einer
MEZ und einem autotrophen Produktionsverfahren nachzuriisten. Bei einer Verwendung von
Urin in einer MEZ kann Energie gewonnen werden, was perspektivisch die Abhéngigkeit von
fossilen Rohstoffen reduziert und einen Beitrag zu einer nachhaltigen Biookonomie leisten

kann.
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7. Anhang
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Abbildung A2: Hohenprofile des Biofilms in der 3-Elektroden-Durchflusszelle mit dem OCT aufgenommen und
in Fiji verarbeitet. Die Hohenprofile sind zu verschiedenen Zeipunkten von Anfang bis Ende des Versuchs
dargestellt und zeigen die Bedeckung der Arbeitselektrode.
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Abbildung A3: Aufnahme und Seitenansicht des Biofilms mit dem OCT auf der Arbeitslektrode.
Biofilmaufwuchs ist als weise Pixel dargestellt, wobei die erste untere Schicht die Anode darstellt.
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Abbildung A4: Vergleich der simulierten Werte der Stromdichten und der Messwerte in der mikrobiellen
Elektrolysezelle bei der linearen Sweep-Voltammetrie und bei Potentialwechsel zu 20 % und 50 %
Elektronenfluss. Die Anpassungsgiite wurde durch das BestimmtheitsmaB R? beschrieben.
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Abbildung AS5: Vergleich der simulierten Werte aus der Modellanpassung mit den Messwerten im
massenbasierten Prozessmodell der anaeroben Vergdrung ADMI1. Die Anpassungsgiite wurde durch das
Bestimmtheitsmal} R? beschrieben. Der hier verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur Verfiigung gestellt und
basiert auf Laborexperimenten unter Verwendung von Riibensilage.
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Riibensilage.
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Abbildung A7: Vergleich der simulierten Werte mit den Messwerten im heterotrophen Prozessmodell fiir a)
pBBRI1 _budC (K. pneumoniae) b) pBBR1 budC (K. aerogenes) und c¢) pBBRI1 budC (E. cloacae). Die
Anpassungsgiite wurde durch das BestimmtheitsmaBl R? beschrieben. Die experimentellen Daten wurden vom
TMI zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung A8: Vergleich der simulierten Werte mit den Messwerten im autotrophen Prozessmodell fiir a)
pBBR1 _budC (E. cloacae) und b) pBBRI1 _budC (K. pneumoniae). Die Anpassungsgiite wurde durch das
BestimmtheitsmaB R? beschrieben. Die experimentellen Daten wurden vom TMI zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung A9: Vergleich der simulierten Werte mit den Messwerten im autotrophen Prozessmodell fiir a)
pBBRI1 cag (E. cloacae) und b) pBBRI cag (K. pneumoniae). Die Anpassungsgiite wurde durch das
BestimmtheitsmalBl R? beschrieben. Die experimentellen Daten wurden vom TMI zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung A10: Vergleich der Simulationen der autotrophen Prozessmodelle der cag-Varianten aus
verschiedenen Organismen unter autotrophen Bedingungen in C. necator Stdmmen. Es sind die optischen
Dichten, die Gasmengen, sowie die Produktion von Acetoin und 2,3-Butandiol fiir pPBBR1 cag (K. pneumoniae)
und pBBR1 cag (E. cloacae) dargestellt. Die experimentellen Daten wurden vom TMI zur Verfligung gestellt.
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Abbildung All: Vergleich der simulierten Werte aus der Modellanpassung des ADM1 mit dem kombinierten
AD-MEZ-Modell und den entsprechenden Messwerten. Der hier verwendete Datensatz wurde vom DBFZ zur
Verfligung gestellt und basiert auf Laborexperimenten unter Verwendung von Riibensilage.

Tabelle Al: Gemessene Aminosduren und Carbonsduren in sterilem Urin (Schulze und Stahl 2019; Vagt und
Frerichs 2021)

Serin Histidin Glycin Alanin Phenylalanin Zitronensiure
[wmol/L] [mg/L]
7,6 10 23 14 7,4 77
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Tabelle A2: Substrateingangswerte des massenbasierten ADMI1 auf Basis von Referenzangaben und der

Substratcharakterisierung (Weinrich und Nelles 2015; Weinrich 2017; Weinrich et al. 2021).

Riibensilage Referenzen Berechnet
Xen  [gL] 177,8 127-182
Xpr  [gL7] 5,6 7-10
x;  [gL] 6,1 4,9-7,1
Siv [gL1] 1,378
Sae  [gL1] 4,290
Spro [g L] 1,056
Spu [gLN 0,924
Spa  [gLM] 0,330

Scqe+ [mol L] 0,07

San- [mol L] 0,02

Tabelle A3: Sensitivitidt der Parameter des BYM- und des NM-Modells auf die Stromdichte bei der Simulation
der verschiedenen Prozessausfithrungen. Die Anderung des Ausgabewertes wurde im stabilen Strombereich bei
100 % Elektronenfluss betrachtet.

Sweep Down Sweep Up 20 % Elektronenfluss 50 % Elektronenfluss
Ausgabe (Q) — Stromdichte
Parameter (p) | [%0]
o 3,5 3.8 1,2 0,06
Ki 24,9 28,8 0,05 0
K 24.8 28,6 0 0
Esp 25,2 29,0 0,3 0,03
Exa 21,5 24,8 0 0
Jimax,BvM 79,9 70,7 58,3 54,1
Jmax Nm 70,7 68,7 62,0 54,4
Km 23,2 28,8 0,2 0,3
Ks 23,8 24,9 0,2 0,2

Tabelle A4: Parameter aus der Modellanpassung der linearen Sweep-Voltammetrie fiir die 10 % und 90 %
Quantile des NM- und des BVM-Modells.

Sweep Down Sweep Up
Parameter NM BVM NM BVM
Qo Qoo Qo Qoo Qo Qoo Qo Qoo
a 0,55 0,55 0,55 0,55
K, 2,07 2,20 2,69 2,92
K> 7,48 8,49 7,27 9,59
Esp[V] -0,242 -0,240 -0,266 -0,262
Exa[V] -0,161 -0,159 -0,178 -0,176
JmaxBvm [A m™2] 1,337 1,339 1,375 1,378
Teo [Am?] 1298 1,300 1330 1351
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Tabelle AS5: Modellparameter des massenbasierten ADM1 mit fester Stochiometrie (Weinrich 2017)
Maximale Wachstumsraten Halbséttigungskonstanten Reaktionskonstanten
Hm,su 3 [d"] Ksou 0,47 [gL'] ken 0,25 [d']
Hm,aa 4 [d'] Ksaq 0,2 [gL'] Kor 0,2 [d']
Um fa 0,36 [dY Ks fq 0,14 [gL1] ki 0,1 [d"]
Hinva 1,2 [d"] Ksva 0,10 [gL"] Kaec 0,02 [d']
Hm,bu 1,2 [d] Ks pu 0,11 [g L]
Hmnpro 0,52 [d'] Kspro 0,07 [g L]
Hm,ac 0,4 [d'] Ksac 0,14 [gL']
Hom,h2 2,1 [d'] Kspno 88107 [gL']
Inhibierungskonstanten pH -Unter- und Obergrenzen
Kg v 0,0017 [gL1] PHLL 0 4 PHyLaa 55
Kinzga  6,3:107 [g L] PHyipqc 6 PHyLac 7
K haca 1,3-10¢ [g L] PHyp o 5 PHyp ho 6
Kipopro 44107 [gL1]
K;nn3 0,0306 [gL1]
Dissoziationskonstanten
Ky va 1-10436 [mol L] kg va 1-10°1° [L mol! d] K, 1-1037  [mol L]
Ko pu 1-10482 [mol L] kap by 1-101° [L mol™! d']
Kapro 1-10488 [mol L] kap pro 1-10°1° [L mol! d]
Koac 1-10476 [mol L] kap ac 1-10°1° [L mol! d']
Ko coz 1-106% [mol L] kap coz 1-10-1° [L mol! d]
Kaoin 1-10°%% [mol L] kg in 1-10°1° [L mol! d']
Phaseniibergang
kiq 200 [d'] Ky cha 0,0011 [mol L' bar] Ph2o 0,0657 [bar]
k, 5-10% [L bar! d'] Kt coz 0,025 [mol L bar™] Datm 1,0133 [bar]
R 0,08315  [bar L mol! K'!] Ky na 0,00072  [mol L' bar]

Tabelle A6: Sensitivitit der Parameter im Prozessmodell der Biogaserzeugung auf das Ergebnis der Simulation
bei 130 d. Die Sensitivitit der Wachstumsraten, der Substrataffinititen und der Zelllyse wurden bei einer
Parametervariation von 2,5 % berechnet.

Ausgabe (Q) — Biogas CH4 CO: pH Valerat Butyrat Propionat  Acetat

Parameter (p) | [%]
HUm,su 0,003 0,002 0,002 0,001 0,004 0,003 0,018 0,020
Hm,aa 0,039 0,013 0,014 0,007 0,210 0,110 0,0590 3,755
Hm,fa 0,007 0,003 0,003 0,001 0,002 0,001 0,001 0,015
Hm,pu 0,019 0,007 0,008 0,013 6,917 10,41 0,432 1,276
Hm,pro 1,033 0,575 0,517 0,907 1,972 1,224 99,06 65,03
Hm,ac 0,018 0,013 0,014 0,464 0,013 0,011 0,017 34,29
Hm,h2 0,028 0,014 0,015 0,005 0,049 0,059 0,671 0,487
Hm,va 0,027 0,008 0,009 0,027 17,76 10,39 1,378 2,501
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Ausgabe (Q) — Biogas CHu4 CO: pH Valerat Butyrat Propionat  Acetat
Parameter (p) | [%]

Kssu 0,001 0,002 0,002 0,001 0,003 0,002 0,014 0,015

Ks aa 0,002 0,001 0,001 0,001 0,006 0,003 0,005 0,225

Ks fa 0,004 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,008
Ksva 0,006 0,002 0,003 0,004 2,912 1,708 0,148 0,361

Ks pu 0,008 0,004 0,004 0,006 3,201 4,765 0,181 0,568
Kspro 0,054 0,028 0,030 0,012 0,107 0,069 1,827 1,349
Ksac 0,019 0,014 0,015 0,064 0,003 0,002 0,002 4,685

K ho 0,029 0,0143 0,0157 0,005 0,050 0,060 0,680 0,493

ken 1,379 0,070 0,073 0,033 0,862 0,372 1,640 7,813

kyr 0,502 0,105 0,114 0,060 1,449 0,906 0,687 36,74

ki 0,980 0,291 0,319 0,007 0,011 0,006 0,079 0,887

Kgec 0,849 0,403 0,443 0,617 20,15 16,40 34,81 25,18

Tabelle A7: Parameter aus der Modellanpassung fiir die 10 % und 90 % Quantile der verschiedenen C. necator
Stamme im heterotrophen Prozessmodell.

Stamm
pBBR1_budC pBBR1_budC pBBR1_budC
Parameter (K. pneumoniae) (K. aerogenes) (E. cloacae)
Qo,1 Qo Qo.1 Qo Qo,1 Qo
Honax [h1] 3,73-102 4,53-1072 4,92:1072 4,99-102 4,11-102 4,99-102
B min [h'1] 1,33:10°¢ 4,93-10* 1,96-107 3,88:10* 2,01:10°° 8,83:10°°
By max [h'1] 4,16:1073 5,12-10°3 5,16:10% 7,10-10° 4,51-1073 5,48:1073
Yy r [rellen &' 9,19-10 10,8:1072 9,56-102 12,14-1072 7,59-10°2 9,17-102
Yy 4 [relten &' 0,46 0,50 0,42 0,45 0,72 0,80
Yy p [reiten &' 0,42 0,46 0,65 0,73 0,26 0,28
Y,plgg'l 1,01 1,05 1,00 1,08 1,01 1,07
Ksp[gL'] 0,25 0,57 1,43 1,81 0,68 1,11
Kpp[gL'] 1,00-107 0,83 1,08:107 1,25 1,00-1073 1,21-10°3
95 max [g relien '] 1,63:10 4,54:1072 5,25-10% 1,75:10 2,40:107 2,62:1072
tiag [h] 3,49 6,00 0,19-10 0,93 5,39 6,00
St min [8L7] 4,98-102 5,00-1072 4,84-1072 5,16:102 4,97-102 5,03-102

Tabelle AS8: Sensitivitdt der Parameter im heterotrophen Prozessmodell auf das Ergebnis der Simulation bei
58,5 h fiir budC (K. pneumoniae). Die Sensitivitit der Parameter der Riickreaktion wurde auf das Endergebnis
der Simulation bezogen.

Ausgabe (Q) — oD Fruktose Acetoin 2,3-Butandiol
Parameter (p) | [%o]

Pmax 14,4 156,8 37,3 31,1

Yy r 5,6 91,7 11,3 11,5

Yy a 0 0 30,5 0

Yyp 0 0 0 33,9

Yap 0 0 29.8 29.8
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Ausgabe (Q) — oD Fruktose Acetoin 2,3-Butandiol
Parameter (p) | [%o]
Ksp 4,3 41,3 9,6 8,6
U min 0 0 0 0
Hdmax 5,6 2,6 4,1 4,1
4B,max 0 0 31,0 31,0
Kpp 0 0 0,1 0,1
SF,min 0 0 0 0
tiag 2,5 27,1 6,8 5,0

Tabelle A9: Sensitivitit der Parameter im heterotrophen Prozessmodell auf das Ergebnis der Simulation bei
58,5 h fiir budC (K. aerogenes). Die Sensitivitit der Parameter der Riickreaktion wurde auf das Endergebnis der

Simulation bezogen.

Ausgabe (Q) — oD Fruktose Acetoin 2,3-Butandiol
Parameter (p) | [%]
Umax 14,2 148,0 38,8 20,1
Yy r 4,7 80,7 10,7 6,0
Yy a 0 0 32,4 0
Yy 0 0 0 18,2
Yyp 0 0 7,0 7,0
Ks r 6,9 64,2 16,8 8,8
Hd,min 0 0 0 0
Hamax 6,8 5,7 1,6 1,5
4B,max 0 0 7 7
Kpp 0 0 5,4 5,4
S min 0 0 0 0
Liag 0 0 0 0

Tabelle A10: Sensitivitit der Parameter im heterotrophen Prozessmodell auf das Ergebnis der Simulation bei
58,5 h fiir budC (E. cloacae). Die Sensitivitit der Parameter der Riickreaktion wurde auf das Endergebnis der

Simulation bezogen.

Ausgabe (Q) — oD Fruktose Acetoin 2,3-Butandiol
Parameter (p) | [%o]
Umax 11,6 154,8 23,9 40,6
Yy r 5,7 91,8 8,1 18,6
Yy a 0 0 18,1 0
Yy p 0 0 0 47,5
Yyp 0 0 42,1 42,1
Ksp 4,5 52,9 7,8 14,2
Ha,min 0 0 0 0
Hamax 5,1 3,8 5,8 5,8
4B max 0 0 39,7 39,7
Kpp 0 0 0,1 0,1
SF,min 0 0 0 0
tiag 1,8 23,8 4,1 5,8
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