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Mikrobielle Elektrosynthese

Bioplastikproduktion mithilfe eines
extremophilen kathodischen Biofilms
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As the atmospheric CO, concentrations are increasing, its usage as
biotechnological substrate becomes a focus area of applied scientists.
As a rather new technique to energize the process of CO, fixation,
microbial electrosynthesis offers the advantage to establish continuous
processes based on a cathodic biofilm that is supplied with electrical
energy provided by renewable resources. Here we present the cathodic
biofilm growth of Kyrpidia spormannii, a recently isolated thermophilic
organism that is naturally capable of producing the biodegradable
biopolymer polyhydroxybutyrate (PHB).
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B Die anthropogenen Kohlenstoffdioxid-
emissionen sind heutzutage die groBte
Gefahr fiir das Weltklima und gelten als eine
der Hauptursachen des Klimawandels. Daher

ist die Erforschung und Weiterentwicklung
von Technologien zur stofflichen Nutzung von
CO, fiir eine zirkulére, biobasierte Wirtschaft
eminent wichtig. Der Einsatz von Mikroorga-
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nismen als Biokatalysatoren zur Umwand-
lung von CO, in langkettige, energiereiche
Verbindungen gilt dabei aufgrund ihrer viel-
seitigen Einsetzbarkeit als eine der vielver-
sprechendsten Technologien. Neben einer
Reihe moglicher Energiequellen wie Licht
oder Wasserstoff, ist seit kurzem ebenfalls
bekannt, dass bestimmte Mikroorganismen
in der Lage sind, Elektronen von einer Katho-
de als Energiequelle fiir die Fixierung von
CO, zu nutzen, um Biomasse aufzubauen
(Abb. 1). Diese mikrobielle Elektrosynthese
(MES) hat daher das Potenzial, eine nachhal-
tige Technologie zu werden, um zum einen
CO, als giinstigen und ubiquitér anfallenden
Rohstoff zu nutzen und zum anderen fluktu-
ierend anfallende elektrische Energie aus
erneuerbaren Energiequellen zu speichern.
Bisher bekannte CO,-assimilierende Bio-
kathoden beruhen oft auf der Verwendung
von mikrobiellen Konsortien, wohingegen
nur eine geringe Anzahl von Reinkulturen
bekannt sind. Diese fallen jedoch primar in
die Gruppe der acetogenen und methano-
genen Mikroorganismen - eine Organismen-
gruppe, welche nur eine geringe metaboli-
sche Variabilitdt besitzt und strikt anaerobe
sowie meist mesophile Organismen beinhal-
tet. Die meisten industriellen Emissionsquel-
len fiir CO, sind jedoch heiBe und Sauerstoff
enthaltende Rauchgase, fiir deren direkte
Nutzung sauerstofftolerante und extremo-
phile Organismen benotigt werden. Eine auf-
wendige Gaskiihlung und -aufreinigung wére
fiir einen biotechnologischen Prozess somit
iiberfliissig und gleichzeitig wiirde das Risi-
ko einer Kontamination verringert werden.

Kyrpidia spormannii als
Biokatalysator

Eines unserer Ziele war daher die Isolierung
eines geeigneten Biokatalysators aus der
Anreicherung einer extremophilen Biokatho-
de. Dafiir wurden Proben aus heiBen Quellen
der Insel Sao Miguel auf den Azoren genom-
men, um einen Elektrosynthese-Reaktor tiber
mehrere Monate unter thermoacidophilen
Bedingungen (60 °C und pH 3,5) zu kultivie-
ren. Eine Graphit-Kathode (-500 mV vs. Stan-
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dardwasserstoffelektrode, SHE) war dabei die
einzige Energie- und CO, die alleinige Kohlen-
stoffquelle. Schlussendlich konnte mit
Kyrpidia spormannii ein bisher noch nicht
beschriebenes, thermoacidophiles und obli-
gat aerob wachsendes Knallgasbakterium
isoliert werden [1]. Es war anschlieBend
moglich, auch die elektroautotrophe Lebens-
weise der Reinkultur in einem bioelektroche-
mischen Reaktor nachzuweisen. Im Ver-
gleich zu einer abiotischen Kontrolle zeigte
K. spormannii einen ca. 5fach hoheren Strom-
verbrauch, welcher durch vergleichende
Transkriptom- und !'3C-Markierungsver-
suche auf einen distinkten biologisch-kataly-
sierten Effekt zuriickgefiihrt werden konnte
[2]. Das Interesse an der Nutzung dieses
Organismus war auch darin begriindet, dass
es sich bei K. spormannii um einen natir-
lichen Produzenten des Biopolymers Poly-
hydroxybutyrat (PHB) handelt. Dieses wird
von einer Reihe Mikroorganismen als intra-
zellularer Kohlenstoff- und Energiespeicher-
stoff akkumuliert und gilt aufgrund seiner
biologischen Abbaubarkeit und Biokompati-
bilitat als vielversprechendes Produkt bio-
technologischer Prozesse [3]. Gegenwartig
werden in der industriellen, biotechnologi-
schen PHB-Produktion kostenintensive Sub-
strate wie Glucose und Fructose verwendet
[4]. Daher riickte die Nutzung des nachhal-
tigen und gilinstigen Rohstoffs CO, mittels
autotropher Mikroorganismen in den Fokus.
Die MES konnte Vorteile gegeniiber bisher

verwendeten wasserstoff- oder licht-basier-
ten Prozessen bieten, da sich hier biofilmba-
sierte, kontinuierliche Prozesse entwickeln
lassen. Dabei muss der Elektronendonor
nicht in Losung gebracht werden und es kon-
nen groBe Elektrodenflachen in ein Reaktor-
volumen integriert werden. Um nachzuwei-
sen, ob sich K. spormannii als PHB-Produzent
in einem MES-System eignet, wurde sein
kathodisches Biofilmwachstum untersucht.

Kathodisches Biofilmwachstum

Aus diesem Grund wurden FlieBzellen kon-
struiert, die es erlauben, die akkumulierte
Biomasse des Biofilms mittels der optischen
Kohidrenztomographie (OCT) zu quantifizie-
ren (Abb. 2A, [5]). Durch eine transparente
FlieBzellenabdeckung kann dies nicht-inva-
siv und in vivo durchgefiihrt werden. Dabei
kann zum einen der Biofilm morphologisch
mithilfe generierter Hohenprofile beschrie-
ben und zum anderen konnen quantitative
Aussagen iiber akkumulierte Biomasse
getroffen werden [6]. Fiir K. spormannii zeig-
te sich ein maximales mittleres Biovolumen
von ca. 65 um® pm2 nach einer 10-tigigen
Kultivierung (Abb. 2B). Das akkumulierte
Biovolumen war zusétzlich abhdngig von der
Uberstromgeschwindigkeit der Kathode, ein
fiir Biofilme typisches Verhalten [5]. Die
Akkumulation erfolgte zu einem GroBteil
innerhalb der ersten vier Tage und erreichte
eine maximale Akkumulationsrate von
ca. 14 um® um™2 d°'. Etwa zu diesem Zeit-
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A Abb. 2: Kathodisches Biofilmwachstum von Kyrpidia spormannii. A, OCT-Aufnahmen der
Kathodenoberflache. Die Farbgebung kennzeichnet die simulierte Uberstromungsgeschwindigkeit
in der FlieBzelle. Der Bereich der Kathode ist als schwarzes Rechteck gekennzeichnet. B, Bestim-
mung von Biofilm-Wachstumsparametern, wie akkumuliertes Biovolumen und Substratbede-
ckung. C, morphologische Aussagen des Biofilms mithilfe von Héhenprofilen.

punkt war die Kathode auch vollstandig mit
Biofilm bedeckt (Abb. 2B). Dieser Anstieg der
Kathodenbedeckung und die relativ gleich-
maBige Morphologie des entstehenden Bio-
films kann auch in den generierten Hohen-
profilen beobachtet werden (Abb. 2C). Das
gleichzeitige Sinken der Akkumulationsrate
mit der vollstindigen Bedeckung der Katho-
de ist moglicherweise auf eine Elektronen-
transfer-Limitation im Biofilm zuriickzu-
fiihren. Wie genau die Elektronenaufnahme
von K. spormannii von einer Kathode erfolgt,
konnte jedoch noch nicht abschlieBend
geklart werden. Bisherige Ergebnisse deuten
auf eine zumindest teilweise biologisch-kata-
lysierte Wasserstoffentstehung hin, wobei
auch die Aufnahme durch sekretierte oder
abiotische Redoxmediatoren nicht ausge-
schlossen werden kann [2]. Durch fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen des Bio-
films konnte die intrazelluldre Akkumulation
von PHB in Form typischer Granula nachge-
wiesen werden.

Fazit und Perspektive

Zusammenfassend kann festgehalten wer-
den, dass sich K. spormannii sehr gut als
Biokatalysator in einem mikrobiellen Elek-
trosynthese-Prozess eignet. Das erreichte
maximale Biovolumen tibersteigt das anderer
kathodischer Biofilme von Reinkulturen [7].
Zusatzlich konnte iber mikroskopische Ana-
lysen die Akkumulation des gewiinschten
Produkts PHB in den Zellen des Biofilms
nachgewiesen werden. Unter welchen Kulti-
vierungsbedingungen die groSten Mengen
PHB bei elektroautotrophem Wachstum
gebildet werden, ist noch Gegenstand aktu-
eller Forschung. Zukiinftig sollen die Ergeb-
nisse aus dem FlieBzellen-System fiir eine
Hochskalierung genutzt werden. Um dabei
ein moglichst groBes Verhaltnis von Katho-
denoberfliche zu Reaktorvolumen bei gleich-
zeitig optimalen Stromungsbedingungen zu
ermoglichen, sollen drehende Kathoden in
einen Scheibentauchkorper eingebaut wer-
den. Hierfiir ist ein Mechanismus geplant,
um die PHB-enthaltende Biomasse kontinu-
ierlich in einem gewissen MaB abzutragen.
Dabei soll speziell auf die Realisierbarkeit
eines Scale-Ups dieses kontinuierlichen
Elektrosynthese-Prozesses zur nachhaltigen
Bioplastikproduktion geachtet werden.
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