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Automatisierte Biotechnologie

Kultivierung und Analyse von Biofilmen
durch automatisierte Mikrosysteme
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Biofilms are the most abundant growth form of microorganisms in
nature. To exploit these living systems for applications in biotechno-
logy, we have developed a microfluidic cultivation platform with an
integrated automatic sampling robot that enables the characterization
of biofilms with high spatiotemporal resolution. Moreover, in situ
imaging and anoxic or gas-consumption based cultivation can be
applied. Biocatalytic productivity can be assessed using a spectrum of
analytical technologies.
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B Wenngleich Biofilme die haufigste Wachs-
tumsform von Mikroorganismen in der Natur
darstellen, arbeiten die moderne Mikrobiologie
und Biotechnologie heutzutage noch haupt-
sachlich mit planktonischen Zellen. Die indi-
viduellen Zellen eines Biofilms sind in einer
dreidimensionalen Struktur aus der extrazel-
lularen Matrix eingebettet, sodass zumeist ein
komplexes Konsortium aus verschiedenen
Arten gebildet wird, das duBerst widerstands-

fahig gegeniiber rauen Umweltbedingungen
ist [1]. Daher werden solche mikrobiellen
Gemeinschaften haufig mit krankheitsassozi-
ierten Biofilmen oder Biokorrosion verkniipft.
Dennoch werden Biofilme aufgrund ihrer
Robustheit heutzutage zur Produktion indu-
striell relevanter Substanzen genutzt [2]. Auf-
grund der komplexen und zeitlich dynami-
schen Zusammensetzung ist jedoch weder die
Kultivierung von Biofilmen noch die Analytik

der Mikroorganismen einfach zu bewerkstel-
ligen. Daher ist es wiinschenswert, den Biofilm
uber einen langeren Zeitraum mit verschiede-
nen Analysemethoden und mit einer moglichst
genauen oOrtlichen und zeitlichen Auflésung zu
untersuchen.

Diese Aufgabenstellung wird von einer
kiirzlich vorgestellten mikrofluidischen Platt-
form erfiillt, die mikrostrukturierte Biochips
auf der Basis von Polydimethylsiloxan (PDMS)
nutzt, um Biofilme zu kultivieren [3]. Dieser
Ansatz bietet nicht nur hochgradig reprodu-
zierbare Bedingungen fiir die Kultivierung der
Biofilme, sondern ist auch kompatibel mit
einer Vielzahl analytischer Methoden und bild-
gebenden Verfahren wie beispielsweise Pho-
tometrie, Chromatographie, Mikroskopie oder
optische Kohédrenztomographie (OCT) (Abb. 1).
Zur Steigerung der Analyseeffizienz und zur
Verbesserung der Reproduzierbarkeit werden
hierbei maschinengestiitzte Methoden einge-
setzt. Die grundlegenden Vorteile solcher robo-
tergestiitzten Systeme fiir eine ,automatisierte
Biotechnologie® bestehen darin, dass definier-
te Versuchsbedingungen eingehalten, komple-
xe Arbeitsschritte beschleunigt und Abwei-
chungen durch manuelle Handhabung vermie-
den werden konnen. Um das Spektrum der
automatisierten Biotechnologie fiir zukiinftige
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<« Abb. 1: Mikrofluidische Platt-
form fiir die Kultivierung und Ana-
lyse von Biofilmen. Die PDMS-
basierten Kultivierungschips wer-
den mittels Spritzenpumpen konti-
nuierlich mit Medium versorgt und
bilden dadurch den mikrofluidi-
schen Bioreaktor, wahrend Umge-
bungsparameter wie Temperatur
und Feuchtigkeit definiert einge-
stellt werden. Eine automatisierte
Probenentnahme erméglicht den
Einsatz verschiedener Analytik-
methoden. Diese umfassen Fluo-
reszenz-in situ-Hybridisierung
(FISH), Mikroskopie, optische
Kohé&renztomographie (OCT) sowie
Hochleistungsfliissigkeitschroma-

5 ¥ tographie (HPLC). Die Plattform

eignet sich fiir an-/oxische sowie
gradientenbasierte Kultivierungen.
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A Abb. 2: Kultivierung sowie parallele multianalytische Untersuchung anspruchsvoller Biofilme. A, Zur Anzucht mikrobieller Gemeinschaften aus
Abwasserreinigungsprozessen erfolgt die Kultivierung unter alternierenden aeroben Hunger- und anaeroben Fiitterungsphasen. B, Der mikrofluidische
Versuchsaufbau ermdglicht die Langzeitkultivierung dieses anspruchsvollen Systems fiir eine Dauer von mehr als 30 Tagen. C, Die mikrobielle Zusam-
mensetzung wurde mittels FISH (oben) und die dreidimensionale Struktur mittels OCT (unten) untersucht. D, Proben wurden kontinuierlich wahrend
der laufenden anaeroben Kultivierung mithilfe der robotischen Probenahmevorrichtung direkt aus dem Kultivierungskanal entnommen.

Prozesse zu erweitern, werden daher techni-
sche Plattformsysteme benotigt, welche die
Konzepte der Miniaturisierung und der Auto-
matisierung miteinander vereinen.

Mikrofluidische Plattform zur
Kultivierung von Biofilmen

Mikrofluidische Systeme sind ideal geeignet
fiir die Kultivierung von Biofilmen, da sie die
natiirliche Umgebung des Biofilms imitieren
und gleichzeitig hochgradig reproduzierbare
Umweltbedingungen hinsichtlich Flussraten
und Temperatur bieten konnen. Solche Syste-
me, die typischerweise aus einem Medium-
reservoir, einer Pumpe zum Transport des
Mediums, einer fakultativen Blasenfalle,
einer Flusszelle (Kultivierungschip) sowie
einem Reservoir fiir das verbrauchte Medium
bestehen, sind lange bekannt [4]. Sie bilden
einen kontinuierlich betriebenen Chemosta-
ten, in dem sich kontrollierte, hydrodynami-
sche Eigenschaften einstellen lassen. So
kann beispielsweise die Regulierung der
Temperatur mittels beheizbarer Chiphalter
erfolgen. In dem von uns entwickelten
System werden speziell entworfene PDMS-
Chips oder PDMS-Glas-Hybridchips als Kul-
tivierungschips verwendet. Die Chips sind
einfach und kostengiinstig herzustellen, und
aufgrund ihrer optischen Eigenschaften kon-
nen etablierte Analysemethoden fiir Biofilme
wie Epifluoreszenzmikroskopie und OCT
angewendet werden [5]. Dartiber hinaus lasst
sich der mikrofluidische Kultivierungsauf-

bau einfach verandern, sodass beispielsweise
eine anoxische Anzucht von Mikroorganis-
men oder die Integration von Mikrosensoren
zur Bestimmung des Sauerstoffgehalts
bewerkstelligt werden kann [3].

Automatisiertes Monitoring von
Biofilmen

Um eine detaillierte, rdumlich aufgeldoste
Analyse der Zusammensetzung des Biofilms
im Verlauf des Kultivierungskanals zu
ermoglichen, wurde ein Roboter entwickelt,
der die direkte Entnahme von Fliissigkeits-
proben aus den mikrofluidischen Kanalen
wiahrend einer laufenden Kultivierung
ermoglicht. Der Roboter verfiigt iber eine
Kanitile, die mit einer Prazision im unteren
MikrometermaBstab frei positionierbar ist,
um die PDMS-Schicht der Kultivierungsfluss-
zelle zu durchstechen und Proben der stro-
menden Kulturfliissigkeit und/oder der Bio-
masse zu entnehmen. Durch die elastischen
Eigenschaften von PDMS schlieBt sich die
Einstichstelle danach wieder, sodass die Kul-
tivierung weitergefiihrt werden kann [3]. Fiir
die einfache und komfortable Programmie-
rung und Bedienung des Systems wurde eine
Kontrollsoftware mit einer graphischen
Benutzeroberflache entwickelt.

Die mikrofluidische Plattform ist kompati-
bel mit verschiedenen analytischen Metho-
den, die zur Untersuchung der kultivierten
Biofilme eingesetzt werden konnen. Nicht-
invasive bildgebende Verfahren, wie die OCT

oder Mikroskopie, konnen dabei in der Regel
am lebenden Biofilm unter Flussbedingun-
gen durchgefiihrt werden. Auch die metabo-
lische Aktivitdt des Biofilms ldsst sich am
lebenden System untersuchen, indem Fliis-
sigkeitsproben mit dem oben beschriebenen
Roboter entnommen und anschlieBend mit-
hilfe bioanalytischer Methoden charakteri-
siert werden. Fiir die Untersuchung der vom
Biofilm produzierten Metaboliten bieten sich
typischerweise die lonenchromatographie
und die Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC) an. Auch die mikrobielle
Zusammensetzung des Biofilms ldsst sich so
sehr detailliert untersuchen, z. B. indem die
DNA und RNA der Proben mithilfe einer
Sequenzierung analysiert wird. Da die robo-
tergestiitzte Probenentnahme nicht-destruk-
tiv und mit hoher raumlicher und zeitlicher
Auflosung erfolgt, lassen sich mit diesem
Vorgehen wichtige Erkenntnisse iiber die
Dynamik von Biofilmen erzielen.

Ein weiterer Vorteil der mikrofluidischen
Plattform ist ihre vollstdndige Kompatibilitat
mit der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
(FISH), die als Goldstandard fiir die Charak-
terisierung komplexer mikrobieller Lebens-
gemeinschaften verwendet wird. Die FISH-
Methode ist eine Endpunktanalyse, bei der
ribosomale RNA-Molekiile der Bakterien
mithilfe fluoreszenzmarkierter Oligonu-
kleotidsonden detektiert werden, um spezi-
fisch phylogenetische Gruppen der Mikro-
organismen zu identifizieren. Die FISH-
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Methode erfordert zahlreiche Wasch- und
Inkubationsschritte, die tiblicherweise per
Hand durchgefiihrt werden miissen. Auf-
grund der Verfligharkeit einer speziellen
Schnittstelle konnen die mikrofluidischen
Chips dagegen vollautomatisiert prozessiert
werden. Die anschlieBende Analyse erfolgt
dann mithilfe automatisierter Fluoreszenz-
mikroskopie und kann den gesamten Kulti-
vierungskanal umfassen.

Anwendung und Ausblick

Die Eignung der Biochip-Plattform fiir die
detaillierte Untersuchung von Biofilmen wur-
de bereits anhand verschiedener mikrobiel-
ler Systeme verifiziert. Exemplarisch wurde
eine artifizielle Gemeinschaft aus dem anae-
roben Geobacter sulfurreducens und einer
aeroben Escherichia coli-Mutante untersucht.
Da G. sulfurreducens auf den Verbrauch von
Sauerstoff durch E. coli angewiesen ist, diffe-
renziert sich der Biofilm iiber die FlieBstre-
cke des mikrofluidischen Kanals, sodass eine
rdumliche Kompartimentierung stattfindet
[3]. Auch wurde die Plattform erfolgreich
eingesetzt, um rekombinante E. coli-Biofilme
zu charakterisieren, die biokatalytische
Reaktionen durchfiihren konnen [3], oder um
Modellsysteme fiir Abwasserreinigungspro-
zesse zu entwerfen, die auf der Aktivitat
mikrobieller Gemeinschaften in Granula
beruhen (Abb. 2).

Diese Fallbeispiele zeigen deutlich, dass
die entwickelte mikrofluidische Kultivie-
rungsplattform fiir Biofilme mit dem roboter-
gestiitzten Probenahmesystem einen wichti-
gen Schritt in Richtung automatisierter Bio-
technologie darstellt. Hierdurch wird eine
standardisierte Kultivierung nahezu beliebi-
ger Biofilme moglich, die mit bisherigen
Methoden nicht erreichbar ist. Technische
Weiterentwicklungen, beispielsweise in
Bezug auf die nahtlose Integration einer
Hochdurchsatzsequenzierung oder von Meta-
bolomik-Analysemethoden wie Massenspek-
trometrie und NMR-Spektroskopie lassen
erwarten, dass der Nutzen und die breite
Anwendbarkeit der hier vorgestellten Chip-
Plattform noch vergroBert werden konnen.
Dies soll vor allem zur Entwicklung von Bio-
filmen fiir technische Anwendungen genutzt

werden. Die hier aufgezeigte Symbiose von
Ingenieurswissenschaften, Biologie und Bio-
technologie konnte unter anderem dabei hel-
fen, neue Anwendungsfelder zu erschlieBen,
in denen mikrobielle Lebensgemeinschaften
fiir nachhaltige Produktionsprozesse einge-
setzt werden. |
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