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Kurzfassung. Mikrobielle Elektrolysezellen (Microbial Electrolysis Cell, MEC)
sind eine innovative Mdoglichkeit zur effizienten Speicherung von regenerativer
Energie in Form von Energietragern mit hoher Energiedichte, z.B. Methan. Der
Wirkungsgrad der MEC hangt vor allem von der Ausdehnung der Bakterienschicht
bzw. des bakteriellen Biofilms auf der bewachsenen Elektrodenoberflaiche ab. Um
die optimale Ausdehnung des Biofilms in Hinsicht auf den Wirkungsgrad der MEC
zu ermitteln, ist es deshalb noétig das Elektrodenmaterial (Graphitfilz) und den
Bakterienbewuchs auf den Elektroden dreidimensional zu charakterisieren. Dabei ist
die zerstérungsfreie Ermittlung der Porositdt und der Hohlraumstruktur der
Elektroden, sowie die Quantifizierung der Ausdehnung des Biofilms, nur mittels
hochauflésender Rontgen-Computertomografie (XCT) mdglich.

In einer Vorstudie werden verschiedene Bakterienstimme im Graphitfilz
kultiviert und durch Kontrastmedien gefarbt, um deren Rdntgendichte zu erhéhen
und sie mittels hochauflésender CT raumlich darzustellen. Réntgenkontrastmittel
enthalten Elemente mit hoher Ordnungszahl, wie z.B. Gold, Osmium, Barium und
lod, die Rontgenstrahlen effizient absorbieren. Die mit dem Biofilm bewachsenen
Graphitfilze werden mithilfe eines hochauflésenden XCT-Systems (Nanotom, GE)
gemessen. Als Referenzmethoden zur Charakterisierung des Elektrodenmaterials
und Bakterien-Biofilms dient Lichtmikroskopie.

Die qualitative Auswertung der CT-Analysen zeigt, dass die dreidimensionale
Faserstruktur des Grafitfilzes gentgend groRe Hohlrdume zum Eindringen und
Aufwachsen der Bakterien aufweist. Mithilfe von Bariumsulfat ist es schlief3lich
moglich den Kontrast zwischen wassrigem Medium und Biofilm zu erhéhen.
Weitere Studien sollen untersuchen, ob eine Kombination verschiedener
Rontgenkontrastmittel zu einer genauen Quantifizierung der Ausdehnung des
Bakterienbewuchses fuihren kann.
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1. Einfihrung

In der klassischen mikrobiellen Elektrolysezelle iqmbial electrolysis cell, MEC)
zersetzen Bakterien organische Verbindungen undrgeabei Wasserstoff ab [1]. Durch
eine neuartige Kombination aus einem elektrochdmeisaind biotechnologischen Prozess
wird das Konzept der MECs in dem hier vorgestelldersuchsaufbau grundlegend
weiterentwickelt. Im Unterschied zur klassischen®lroduzieren die Bakterien in dieser
modifizierten MEC keinen Wasserstoff, sondern jetnBakterienart z.B. Essigséaure oder
Methan (siehe Abb. 1) [2]. Das Hauptziel dieses aArss ist die Speicherung von
diskontinuierlich erzeugtem regenerativen Stronfranm von flussigen oder gasférmigen
Energietragern hoher Energiedichte. Der Einsatz Koinlendioxid als Grundbaustein und
regenerativer Energie garantiert dabei eine neutfD2-Bilanz. Weitere Vorteile dieser
MECs sind unter anderem milde Reaktionsbedingungiee, hohe Produktspezifitdt sowie
die Verwendung kostengunstiger Materialen.
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Abb. 1. Madifizierte MEC zur Produktion von Essigsaure bidethan. Links: Schematischer Aufbau einer
Zweikammer-MEC (nach Nevin [2]). Ein Teil des Blafis, der sich auf der Kathode anlagert, besteht aus
azetogenen Bakterien, die Kohlenstoffdioxid (COR)Essigsaure (C2H402) reduzieren. Die entstandene
Essigsaure kann durch andere Bakterien zu Methgebant werden. Rechts: In der Studie verwendeter
Versuchsaufbau einer Zweikammer-MEC bestehend mngs &l-Zelle, in denen sich die Kathode (links:
Graphitfilz mit Biofilm) und Anode (rechts: DSA) fieden. Die Glasbehélter sind durch eine
lonenaustauschmembran (Cation Exchange Membrane70B0) miteinander verbunden.

Eine wesentliche Komponente einer MEC ist die n@indregenerativ erzeugten
Elektronenstrom durchflossene Elektrode. Das Ebeleinmaterial soll neben der guten
elektrischen Leitfahigkeit eine grof3e Oberflache eme Uber das Volumen durchgangige
und genugend grof3e Hohlraumstruktur zum Eindrinden Bakterien und Anwachsen
eines bakteriellen Biofims aufweisen. Biofilme ledstn aus einer Schleimschicht in der die
Mikroorganismen eingebettet sind und entstehen, nwéfikroorganismen sich an
Grenzflachen ansiedeln [1]. Die Vorteile des insdim Versuchsaufbau verwendeten
Graphitfilzes sind z.B. die geringe Dichte und thesch wirksame Masse, eine hohe
thermische Resistenz, sowie wenig Asche- und Sabestandteile. Die Bakterien selbst
nehmen von den Elektroden Elektronen auf und redeaije nach Bakterienart CO2 zu
Essigsaure (C2H402) oder Methan (CH4).

Eine groBe Rolle fir den Wirkungsgrad der MEC g¢piebr allem die
dreidimensionale Ausdehnung der BakterienschichElektrodenmaterial. Die Ermittlung
der Porositat und der Hohlraumstruktur der Elelergdsowie die raumliche Ausdehnung
der Bakterienschicht im Elektrodenmaterial ist ieseém Zusammenhang nur mittels
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hochauflosender  Rontgen-Computertomografie  (XCT) t miVoxelgréRen im
Mikrometerbereich madglich. Biologische Zellen unckev&be bestehen allerdings aus
Elementen mit niedriger Ordnungszahl, wie z.B. Koistoff und Sauerstoff, die wenig
Kontrast in Rontgenbildern produzieren. Obwohl X@i& zerstorungsfreie Visualisierung
von Objekten ermdglicht, sind XCT-Verfahren duréhea relativ schlechten Kontrast in
ungefarbten Zellen und Geweben beschrankt. Um diffe&tiv visualisieren zu kénnen,
missen Strukturen von Interesse mit einem geeignktedium markiert werden [4].
Rontgenkontrastmittel enthalten Elemente mit habeinungszahl, wie z.B. lod, Osmium,
Gold oder Barium, die Rontgenstrahlen effizient cab®ren. Eine Reihe von
Kontrastmitteln sind bereits in biologischen XCTtersuchungen verwendet worden, z. B.
Osmiumtetroxid (OsO4) und Gold [5, 6]. Wahrend dielsontrastmittel direkt die
Zellmembran farben, diffundiert Bariumsulfat (Ba9O4icht in die Zelle bzw.
Zellmembran. sondern erhoht den Kontrast zwischakiebiellem Biofilm und dessen
Umgebung. Voraussetzung fiir eine Kontrastierungdaee8akterien umgebenen wassrigen
Mediums ist jedoch, dass die Bariumsulfat-Partikeht in den Biofilm eindringen kdénnen.
Um dies zu gewahrleisten wird eine medizinischeilBasulfat-L6sung verwendet, deren
durchschnittliche PartikelgroRe bei ca. 1um li&greits in friheren XCT-Studien wurde
gezeigt, dass Partikel dieser Grofle aufgrund ef@difRenexklusion nicht in den
bakteriellen Biofilm eindringen kénnen [7]. Somiemden nur Bereiche angefarbt, in denen
kein Biofilm zu finden ist (negatives Kontrastmijte

In dieser Vorstudie wird eine bakterielle Mischkul auf einem Graphitfilz
kultiviert und durch ein negatives Kontrastmediurefdgbt (Bariumsulfat). Da die
Praparation des sich in der MEC befindlichen beweankn Graphitfilzes als sehr schwierig
gestaltet, werden fir die hier vorgestellten en-gintersuchungen an mit Filz besttickten
Probenbehaltern durchgefuhrt. Dadurch soll sictstedje werden, dass der Biofilm nicht
wéhrend der Praparation der Proben zerstort wititteld XCT wird dann getestet, ob die
die Bakterien umgebene Nahrldsung raumlich daritestest. Computertomographie (CT)
ist ein bildgebendes Verfahren, in dem durch rediamerte Auswertung einer Vielzahl,
aus verschiedenen Richtungen aufgenommenen RoOnfgahaen eines Objektes
Schnittbilder erzeugt werden. Die so gewonnenemi8biider kdnnen dann zu einem
dreidimensionalen Volumendatensatz zusammengese®tden. Mikro-CT-Systeme
erreichen die hochsten Auflésungen konventionéll&rGerate. Hier wird mit speziellen
Rontgenquellen gearbeitet, die sehr kleine Breokéebesitzen. Durch den Einsatz von
Detektoren mit hoher Auflosung sind damit Detaierkbarkeiten bis unter 1 pm
erreichbar, wobei bei dieser VoxelgroRe die Objeidg auf wenige Millimeter beschrankt
ist. Aus diesem Grund werden in dieser Studie gflezProbenbehélter verwendet, die
mithilfe von Mikro-Stereolithographie hergestellusen. Der Aul3endurchmesser dieser
Probenbehalter betrdgt 2mm, was im Hinblick auf gasvendete XCT-System eine
VoxelgroRe von ca. 1 um ermoglicht. Neben diesemidflir-Probenbehaltern werden
aulRerdem Versuche an mit Graphitfilz bestlicktenrddikop-Objekttragern durchgefihrt.
Dies hat zum einen den Vorteil, dass mithilfe vorchtmikroskopie (light optical
microscopy, LOM) uberprift werden kann, wie starghsder Biofilm innerhalb einer
gewissen Zeit auf den Graphitfasern ausgebreitet Znderen kdnnen die Objekttrager
zusatzlich mithilfe von XCT zwei- und dreidimensabmntersucht werden.



2. Material und Methoden
2.1 Proben und Versuchsaufbau

Als Elektrodenmaterial wurde ein Sigracell ® - Qrafilz der Firma SGL CARBON SE
(Deutschland) verwendet. Dieser zeichnet sich deice gute elektrische Leitfahigkeit,
eine hohe offene Porositat (Dichte: 0,1 g/cm3)edtaserdichte von 1,8 g/cm3 und einem
ungefahren durchschnittlichen Faserdurchmesserl@pm aus. Fir die verschiedenen
Untersuchungen wurden kleine Filzstlicke (ca. 2mm) prapariert und autoklaviert. Die
verwendeten Bakterienkulturen wurden aus dem Kidasem einer Abwasserklaranlage
(Asten, Osterreich) entnommen. Die entnommene Prwbele zentrifugiert und der
Uberstand in einem Nahrmedium aufgenommen. Die sfmsmk-Rohrchen wurden dann
mit CO2 und H2 (20:80) begast und in einem Inkubh& 38°C inkubiert.

Als Probenbehélter dienen zum einen ObjekttrageMiliroskope. Mithilfe zweier
Styroporstreifen, die auf dem Objekttrager beféstigrden, wurde ein zentraler Bereich
von ca. 2 x 2 cm geschaffen, auf dem der autokigvi€raphitfilz aufgebracht wurde.
AnschlieRend wurde der Graphitfilz mit einem Dedsghen bedeckt, welches mit
Sekundenkleber auf den Styroporstreifen befestigde: Zwischen den Objekttréager und
das Deckglas wurde die Mischkultur-Suspension igjiz sodass der Zwischenraum
vollstandig mit der Suspension geflllt war. Dieiditen Deckgléser wurden anschlieRend
in eine mit Nahrmedium beflllte Petrischale Uberfiimd bei 30 °C fur 12 Tage inkubiert.
Um sicherzugehen, dass sich der Biofilm auf dempkithlz ausbreitet, wurde jeder
Objekttrager nach sechs Tagen unter dem Mikroskdgerpitft. Als weiterer
Probenbehalter wurde ein Mikrostereolithographiei@mer aus Photopolymer (Dichte:
1,2 g/cm?3) verwendet, der von der Firma Fotec (\&ftiefdeustadt, Osterreich) hergestellt
wurde. Dieser zeichnet sich durch eine Hohe vonm ginen Durchmesser von 2mm und
eine mittlere Wanddicke von ca. 0,2 mm aus. Aufdraes Designs und der kleinen
AusmalRe des Mikrostereolithographie-Probenbehalstres moglich, den mit Filz und
Mischkultur-Suspension bestiickten Behélter mit elmghen Auflésung zu scannen. Die
bestlickten Mikrostereolithographie-Container wuradenfalls bei 30 °C in einem mit
Nahrmedium befilllten Plastikbehéltnis fir 7 Tagé&uimiert. Insgesamt wurden sechs
praparierte Objekttrdger und vier bestickte Milkeosblithographie-Probenbehalter fur
diese Studie verwendet. Zuséatzlich wurde ein hdtbsender Scan eines trockenen
Graphitfilzes mit einer Auflésung von 0,75 um dugefiihrt. Dazu wurde ein kleines Stiick
Filz zugeschnitten und in ein Plastikrohrchen niiteen Innendurchmesser von ca. 1mm
Uberfuhrt.

2.2 Hochauflésende Rontgen-Computertomografie umdgenkontrastmittel

Fur die hochauflésenden Scans wurde in dieser &teni GE phoenix nanotom® s —
System verwendet. Das Gerat zeichnet sich durcle @&ianofokusréhre mit einer
maximalen Roéhrenspannung von 180 kV, einem digit&letektor mit 2304 x 2304 Pixel
und einer maximalen VoxelgroRe von > 0,5 um aus. di€l Auswertung der 3D-XCT-

Daten diente VGStudioMax 2.2 (Volume Graphics). Bieanparameter wurden fur die
jeweiligen Probenbehélter angepasst. Tabelle étlgie Einstellungen fur die jeweiligen
Scans auf.



Tabelle 1.Scanparameter. Spannung (U), Stromstarke (l)gtatenszeit, Anzahl der Projektionen,
PixelgréRe (2D) und VoxelgroRe (3D)

U (kV) I (LA) Integrationszeit (ms) Projektionen PixelgrolRe
Objekttrager (2D) 65 230 1800 1 1,7-10
VoxelgréiRe
Objekttrager (3D) 70 150 1300 1700 12,5
Probenbehélter
Trockener Filz 60 410 1200 1700 0,75
Bewachsener Filz 60 170 1300 1900 1,3

Als Rontgenkontrastmittel wurde eine medizinischailBmsulfatiésung der Firma
Bracco verwendet (Prontobario ®), deren durchstiuhie Partikelgrof3e bei ca. 1um liegt.
Fur die Versuche wurde eine Suspension mit einenuBaulfat-Wasser-Verhaltnis von
1:4 verwendet, welche mithilfe einer Pipette in damschenraum zwischen Objekttrager
und Deckglas bzw. in den Mikrostereolithographieitamer appliziert wurde. Beide
Probenbehalter wurden anschlielRend mit Plastiliackdossen, um zu verhindern, dass das
Bariumsulfat entweicht und die Probe austrocknet.Unterschied zu den XCT-Scans
wurden die Proben fur die 2D-Aufnahmen nicht roti€ie resultierende Radiographie
wurde aus zehn Einzelprojektionen gemittelt. Diergetrische Vergrol3erung wurde fur
aufeinanderfolgende Aufnahmen erhoht (Ubersicht: pif, Detailaufnahme: 1,7 pm).
LOM-Bilder des bestickten Objekttragers, die vor dntrastierung aufgenommen
wurden, um die Ausdehnung des Biofilm visuell bzualitativ zu ermitteln, dienten als
Vergleich zu den Radiographien.

3. Ergebnisse

In Abbildung 2 ist eine LOM-Aufnahme (100x VergréGeg) des bewachsenen
Graphitfilzes auf einem Objekttrager zu sehen. Nh2hTagen Wachstum hat sich der
Biofilm gleichmafiig an den dargestellten Fasernelaggert. Zur Hervorhebung wurde der
Biofilm mithilfe von Photoshop (Adobe) farblich Mergehoben (rechts).

Abb. 2. Lichtmikroskop-Aufnahme (100x Vergrof3erung) eingis bakteriellem Biofilm bewachsenen
Graphitfilzes. Links: Originalaufnahme. Rechts:#tah hervorgehobener Biofilm.



Abbildung 3 zeigt die gleiche Probe wie oben, nachdliese mit Bariumsulfat
gefarbt und gescannt wurde (siehe Tab. 1; Objgdtra2D). Da es sich hierbei um
Radiographie-Aufnahmen handelt, sind dichtere Baeeidunkel und weniger dichte
Bereiche hell dargestellt. In der Ubersichtsaufn@hfinks) ist zu erkennen, dass das
Bariumsulfat (dunkel) ungleichmaRig verteilt istdusich vor allem im Bereich des Filzes
und rechts davon konzentriert. Dies ist darauf ckeifihren, dass ein Teil der
Rontgenkontrastmittels wahrend der Bariumsulfatikapion durch eine undichte Stelle
wieder ausgetreten ist. In der ersten Detailaufreafisttau umrandet, Mitte) lassen sich die
einzelnen Graphitfasern und die mit Bariumsulfatigden Bereiche gut voneinander
unterscheiden. Bei hoherer VergroRerung (orangeanaet, rechts) lassen sich hellere
Bereiche, die an Graphitfasern grenzen, deutlich dankleren Bereichen, in denen
Bariumsulfat zu finden ist, unterscheiden. Die Geeawischen Bariumsulfat und Biofilm
ist deutlich zu erkennen. Der zentrale Bereich atid3etailaufnahme, in dem ebenfalls
Biofilm zu sehen ist, wurde mit Hilfe von Photosh@mobe) farblich hervorgehoben. Wie
fur die Ausbreitung von Biofilm charakteristisclreliet sich dieser entlang den einzelnen
Fasern aus (siehe Abb. 2).
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Abb. 3. Radiographie-Aufnahmen eines mit Bariumsulfat defnh bewachsenen Graphitfilzes nach 12
Tagen Wachstum. Links: Ubersichtsaufnahme mit eiPielgroRe (pixel size, PS) von 10um. Mitte:
Radiographie mit einer Pixelgro3e von 3,3 um. Dieze&lnen Graphitfasern und die mit Bariumsulfat
gefarbten Bereiche lassen sich gut unterscheideoht® Detailaufnahme mit einer Pixelgrof3e vonny.
Die Bereiche in denen Biofilm zu finden ist sindbflich hervorgehoben. Erkennbar ist zudem die Ggenz
zwischen gefarbter wassriger Umgebung und demIBicfelbst.

Um sicherzustellen, dass die Grenzen zwischen IBiofind Bariumsulfat in
wassriger Losung nicht auf Superposition-Artefaktelickzufiihren sind, wurde ein XCT-
Scan des kompletten Objekttragers durchgefuhrthgsidab. 1; Objekttrager: 3D).
Abbildung 4 zeigt aufeinanderfolgende XCT-Schnitter (Slices) des mit Biofilm
bewachsenen und mit Bariumsulfat gefarbten Grafgasf auf einem Objekttrager. Der
Bereich, der in der Radiografie-Detailaufnahme gekeichnet ist (Abb. 3, rechts), ist in
dieser Abbildung mit einem roten Kreis gekennzesthriNach der Rekonstruktion der
Volumendaten erscheinen dichtere Bereiche (Barilfatsund mit Bariumsulfat gefarbte
Fasern) hell und weniger dichte Bereiche (Biofilmdu_uft) dunkel. Es ist zu erkennen,
dass sich die Bereiche in denen sich der Biofilfinbdet, nicht auf eine einzelne Schicht
beschrankt ist, sondern eine rdaumliche Ausdehnbreg (n XZ-Richtung) aufweist. Die
Detailaufnahme von Slice 3 zeigt deutliche die akristische Form und Lage des
Biofilms, der in diesen XCT-Schnittbildern dunkelrdestellt ist.
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Abb. 4. XCT-Schnittbilder des mit Biofilm bewachsenen und@ Bariumsulfat gefarbten Graphitfilzes (auf
Objekttrager). VoxelgroRe: 12,5 pm. Bereiche mibflin sind rot hervorgehoben. Rechts: Detailaufnahm
von Slice 3 in denen die charakteristische Formlagke des Biofilms (dunkel) zu sehen ist.

In Abbildung 5 ist die 3D-Darstellung eines unbehsenen (links) sowie ein XCT-
Schnittbild eines bewachsenen und mit Bariumsgkéddrbten Filzes (rechts) zu sehen. Der
hochauflosende Scan des unbewachsenen Filzesmait ¥oxelgrol3e von 0,75 um zeigt
die hohe offene Porositat des Elektrodenmaterizdgn Befullen des bewachsenen Filzes
im Mikrostereolithographie-Container mit Bariumsilflies es sich bei den in dieser
Vorstudie bestickten Proben nicht vermeiden, das$teinschlisse in der Probe
verbleiben, wie in Abbildung 5 (rechts) zu seheie Bilzfasern am oberen Rand dieser
Probe sammelten sich zudem entlang der Wand dégitsehalters. Obwohl die einzelnen
Graphitfasern zu erkennen sind, lasst sich der ebake Biofilm in dieser
Versuchsanordnung nicht eindeutig nachweisen. Digegen Bereiche der Probe in denen
die Fasern konzentriert sind lassen zwar Bereichaiedrigen Grauwerten erkennen, die
auf Agglomeration von Fasern schlieBen lassen, ened mdoglicherweise Biofilm
vorhanden ist. Der Biofilm ist, auch aufgrund desirmggen Kontrasts zwischen Fasern und
Biofilm, in den untersuchten Proben allerdings nichweifelsfrei zu erkennen.

Graphitfasern

Bariumsulfat

Abb. 5. Links: Trockener Graphitfilz. Voxelgrof3e 0,75 upmolume rendering. Rechts: Mit Biofilm
bewachsener und mit Bariumsulfat gefarbter Grajshitfi Mikrostereolithographie-Container. Voxelgei
1,3 um. Lufteinschliisse verhindern eine gleichméjffusion des Réntgenkontrastmittels in der Probe
Bereiche mit niedrigem Grauwert lassen auf Agglatienen von Graphitfasern (mdglicherweise von
Biofilm umgeben) schlielen. Ein Biofilm lasst salterdings in dieser Probe nicht zweifelsfrei naers&n.



4. Diskussion

Der Wirkungsgrad einer MEC héangt in erster Linienvaer rAumlichen Ausdehnung des
bakteriellen Biofilms im Elektrodenmaterial ab. @ehr Bakterien sich auf dem Substrat
ansiedeln, desto hoéher ist die Ausbeute an z.Bg&ase oder Methan. Die optimalen
Wachstumsbedingungen fur Bakterien und somit cdaleh Betriebsbedingungen fir eine
MEC werden unter anderem von Faktoren wie pH-WEeetnperatur und Nahrmedium
bestimmt. Diese Parameter beeinflussen mafigebliehAdsbreitung des bakteriellen
Biofilms. Dieser besteht aus einer Schleimschiohtlér die Mikroorganismen eingebettet
sind und bietet Schutz vor veranderten Umweltbadiggn. Um den Biofilm effektiv mit
XCT visualisieren zu kénnen, missen jedoch entwelikerZellen an sich oder das sie
umgebene Medium gefarbt werden. Wahrend Kontraginitie Osmiumtetroxid oder
Gold die Zellmembran direkt farben, diffundiert Bemsulfat nicht in die Zelle bzw.
Zellmembran sondern erhoht den Kontrast zwischekteballem Biofilm und dessen
wassriger Umgebung. In dieser Studie konnte gezeegtien, dass sich mithilfe dieses
negativen Rontgenkontrastmittels Biofilm in Grafilatnachweisen lasst. Im Gegensatz zu
friheren Studien, die das Biofiim-Wachstum in Gtahulokumentierten [7, 8], ist der
Nachweis von Biofilm im Elektrodenmaterial einer BEein praktisches Beispiel fir den
Nutzen der zerstorungsfreien Prufung mithilfe vabTXund Rontgenkontrastmitteln.

Das ultimative Ziel unseres Ansatzes ist die Dokotagon des Biofilm-
Wachstums mittels hochauflésender CT, um die Betbedingungen fur eine MEC in
Hinsicht auf die Produktausbeute zu optimieren. ddaspielt vor allem r&umliche
Ausdehnung des bakteriellen Biofilms im Elektrodemenial eine wesentliche Rolle, da
sich dieser unter Umstanden durch eine Limitatien Miffusion von N&hrstoffen in die
zentralen Bereiche der Biokathode nicht ausbrddisem.
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