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Spektroelektrochemische In-situ-Untersuchung von elektrokatalyti-
schen mikrobiellen Biofilmen mit oberflachenverstiarkter Resonanz-

Raman-Spektroskopie**

Diego Millo,* Falk Harnisch,* Sunil A. Patil, Hoang K. Ly, Uwe Schroder und Peter Hildebrandt

Metallreduzierende Bakterien spielen nicht nur in geoche-
mischen Redoxkreisldufen eine Schliisselrolle,!'! sondern sind
dariiber hinaus von zunehmenden Interesse aufgrund ihrer
Relevanz fiir mikrobielle bioelektrochemische Systeme, einer
zukunftstriachtigen nachhaltigen Technologie.” Dies liegt in
der Fahigkeit der Bakterien begriindet, Substrate wie Acetat
zu oxidieren und die Elektronen an einen unloslichen termi-
nalen Elektronenakzeptor — wie eisenhaltige Mineralien oder
die Anode eines mikrobiellen bioelektrochemischen Systems
— zu transferieren. Der zugrundeliegende Mechanismus der
Elektroneniibertragung zwischen Bakterium und Elektrode
kann variieren und tritt als direkter sowie als vermittelter
Elektrontransfer (DET bzw. MET) auf.”! Im Fall von DET
werden Elektronen aus der zelluldiren Atmungskette mittels
einer komplexen Reaktionskaskade unter Verwendung von
auf der &duBeren Membran befindlichen Cytochromen
(OMCs) zum anorganischen Zielmolekiil transportiert.*! Bei
den OMCs handelt es sich um Multihdmproteine, deren
Funktion und Anzahl an Hé&meinheiten innerhalb einer
Bakterienfamilie stark variieren kann.! Zahlreiche Unter-
suchungen konzentrierten sich bereits auf das Verhalten
dieser in mikrobielle Biofilme eingebetteten Proteine am
Beispiel von Geobacter sulfurreducens,”™ dem Modellorga-
nismus hinsichtlich DET. Trotz dieser Bemiihungen liegt die
Rolle dieser Cytochrome fiir den heterogenen Elektronen-
transfer an der Elektrodengrenzfliche noch weitgehend im
Dunkeln. Dies ist verstindlich, bedenkt man, dass Struktur-
daten nur fiir zwei der am DET beteiligten OMCs, dem OmcF

[*] Dr. D. Millo, H. K. Ly, Prof. Dr. P. Hildebrandt

Institut fiir Chemie, Sekr. PC14, Technische Universitit Berlin
Strafle des 17. Juni 135, 10623 Berlin (Deutschland)

Fax: (4+49)30-3142-1122

E-Mail: diego.millo@tu-berlin.de

Dr. F. Harnisch, S. A. Patil, Prof. Dr. U. Schréder

Institut fiir Okologische und Nachhaltige Chemie

Technische Universitat Braunschweig

Hagenring 30, 38106 Braunschweig, (Deutschland)

Fax: (+49)531-391-8424

E-Mail: f.harnisch@tu-braunschweig.de

Die Autoren danken Prof. Carlos Salgueiro fiir Hinweise zum Ma-
nuskript. Diese Arbeit wurde von der Alexander-von-Humboldt-
Stiftung (D.M.), dem Fonds der Chemischen Industrie (F.H.), der
DFG und dem Exzellenzcluster ,,UniCat“ (P.H.) geférdert. Die Stif-
tungsprofessur fiir ,Nachhaltige Chemie und Energieforschung*
(U.S.) wird durch die Volkswagen AG und den Verband der Deut-
schen Biokraftstoffindustrie unterstiitzt.

. A

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201006046 zu finden.

Angew. Chem. 2011, 123, 26732675

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

und OmcZ,'>" bekannt sind. In diesem Zusammenhang
konnen spektroskopische Methoden, die in situ bei Biofilmen
eingesetzt werden konnen, helfen, Strukturinformationen
iiber die am DET beteiligte OMCs zu gewinnen.

Hier stellen wir erstmals eine spektroskopische In-situ-
Charakterisierung von OMCs in einem intakten, katalytisch
aktiven Biofilm vor. Im Unterschied zu fritheren Studien an
resuspendierten Zellen gelang hier erstmals eine In-situ-Un-
tersuchung der elektrochemischen und spektroskopischen
Eigenschaften unter natiirlichen Bedingungen, die zu einem
realistischeren Bild des Elektronentransfers fiihrte.

Dazu wurden die oberflichenverstirkten Resonanz-
Raman(SERR)-Spektroskopie und die Cyclovoltammetrie
(CV) eingesetzt. Mithilfe der SERR-Spektroskopie, die den
molekularen Resonanz-Raman-Effekt und den oberfldchen-
verstairkten Raman-Effekt kombiniert, ist es moglich, aus-
schlieBlich die Haimgruppen von Biofilm-Proteinen nahe der
Elektrodenoberfliche zu untersuchen.* Diese Technik
erlaubt Riickschliisse auf den Redox-, Koordinations- und
Spinzustand sowie auf die Art der axialen Liganden des Ham-
Eisens und liefert, bei elektrochemischer Kontrolle der ex-
perimentellen Bedingungen, Strukturinformationen, die die
rein elektrochemischen Daten aus CV-Experimenten ergén-
sen.l15:16]

Geziichtet wurden die Biofilme auf einer aufgerauten
(d.h. SER-aktiven) Silberelektrode bei konstant angelegtem
Potential mit 10 mm Acetat als Substrat (siche Hintergrund-
informationen fiir Details). Die so erhaltenen Biofilme pro-
duzieren eine chronoamperometrische Stromdichte von
600 pA cm~* (Abbildung SI2 in den Hintergrundinformatio-
nen), was in guter Ubereinstimmung mit vorherigen Studien
an Graphitelektroden steht."”! Voltammetrische Untersu-
chungen der Biofilme fanden unter katalytischen (Abbil-
dung SI3) und nicht-katalytischen (in An- bzw. Abwesenheit
des Substrats, z.B. Acetat) Bedingungen statt.

In Abbildung 1 ist ein Cyclovoltammogramm eines sol-
chen Biofilms unter nicht-katalytischen Bedingungen darge-
stellt. Die Redoxpaare E;; und E;,, denen eine Beteiligung
am DET zugeschrieben wird,® weisen Formalpotentiale von
—282 mV bzw. —363 mV auf. Die allgemeine Form des Cy-
clovoltammogramms sowie die Positionen der Redoxiiber-
gange sind sehr dhnlich zu denen, die in parallelen Experi-
menten und in fritheren Untersuchungen an Graphitelektro-
den beobachtet wurden.' Dies legt den Schluss nahe, dass
die Bildung des Biofilms nicht von der Art des Elektroden-
materials beeinflusst wird. Aufgrund der Ahnlichkeit des
Cyclovoltammogramms zu den Voltammogrammen an
Reinkultur-Biofilmen von Geobacter sulfurreducens kann
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Abbildung 1. Cyclovoltammogramm eines mikrobiellen Biofilms auf
einer Silberelektrode unter nicht-katalytischen Bedingungen (ohne Sub-
strat). Experimente wurden in 100 mm Pufferlésung (pH 7) in Abwe-

senheit des Substrats durchgefiihrt. Die Potentialvorschubgeschwin-
1

digkeit betrug 1 mVs™'.

gefolgert werden, dass der Biofilm von dieser Spezies domi-
niert wird.””! Gestiitzt wird diese Schlussfolgerung durch Er-
gebnisse parallel durchgefiihrter durchflusszytometrischer
Charakterisierungen an auf Graphit geziichteten Biofilmen
unter identischen Bedingungen (gleiche Bakterienquelle,
Substrat, Mediumzusammensetzung, Temperatur usw.).?!!
Dariiber hinaus belegt diese Beobachtung, dass die nano-
strukturierte Silberelektrode und die damit verbundene An-
wesenheit von Ag'-Kationen keine toxische Wirkung auf das
Bakterium ausiibt. Dies ist im Einklang mit Ergebnissen von
Law et al., denen es gelang, Zellen von Geobacter sulfurre-
ducens unter Anwesenheit von Silberkolloiden zu ziichten.”
Kiirzliche Studien von Patil et al. legen eine dhnlich hohe
Resistenz gegeniiber Toxinen nahe.™!

Abbildung 2 zeigt SERR-Spektren eines auf einer auf-
gerauten Silberelektrode geziichteten mikrobiellen Biofilms
bei zwei verschiedenen Potentialen in Abwesenheit von
Substrat. Die Marker-Banden bei 1375, 1506, 1588 und
1639 cm™' (Abbildung 2, unten) sowie bei 1361, 1495 und
1592 cm™' (Abbildung 2, oben) konnen eindeutig einem oxi-
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Abbildung 2. SERR-Spektren von reduzierten (oberes Spektrum) und
oxidierten OMCs (unteres Spektrum) aufgenommen bei —425 bzw.

0 mV. Die Spektren wurden mit 413 nm Anregung, 1 mW Laserleistung
und 90 s Akkumulationszeit gemessen. Potentiale beziehen sich auf
eine Ag/AgCl-Referenzelektrode (KCl 3.0m; 210 mV vs. SHE).
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dierten bzw. reduzierten c-Typ-Hiam zugeordnet werden,!

sodass die SERR-Spektren insgesamt die prosthetische
Gruppe von einem oder mehreren OMCs widerspiegeln,
welche die Bakterien mit der Oberfldche verbinden. Sowohl
Bandenpositionen als auch relative Intensitdten lassen auf
eine sechsfach koordinierte Hamgruppe in der Low-Spin-
Konfiguration mit zwei Histidinen als axiale Liganden
schlieBen.’” Fiir eine potentiometrische Titration wurden
SERR-Spektren bei konstanten Potentialen zwischen —425
und 0 mV aufgenommen. Mithilfe der Komponentenspektren
der reinen oxidierten und reduzierten Form gelang eine An-
passung an die experimentellen Spektren, und aus dem je-
weiligen Anteil der Komponenten wurden die relativen
Konzentrationen der beiden Oxidationszustinde berech-
net."2+3] Wie in Abbildung 3 gezeigt ist, steigt- der Anteil
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Abbildung 3. Relative Konzentrationen (als Stoffenmengenanteil x) des
oxidierten (@) und reduzierten Him (m) als Funktion des Potentials.
Die Kurven entsprechen dem Verlauf der angepassten Nernst-Glei-
chung mit einem Ein-Elektronen-Ubergang. Die Daten entstammen der
Komponentenanalyse der SERR-Spektren.

der reduzierten Spezies (m) mit sinkendem Elektrodenpo-
tential, wihrend der oxidierte Anteil (@) entsprechend ab-
nimmt. Die Titration wurde von niedrigen zu hohen Poten-
tialen und umgekehrt durchgefiihrt, ohne dabei signifikante
Hystereseeffekte zu beobachten (Abbildung SI4). Lediglich
ein kleiner Anteil der Himgruppen (ca. 10%) war redox-
inaktiv, zu erkennen an dem auch bei sehr negativen bzw.
positiven Potentialen nicht-reduzierbaren bzw. nicht-oxidier-
baren Rest. Insgesamt zeigen diese Beobachtungen, dass die
Redoxvorginge der Cytochrome im Biofilm sowohl elektro-
chemisch kontrolliert werden konnen als auch vollstandig
reversibel sind. Bemerkenswerterweise besitzt der Biofilm
katalytische Aktivitdt nach der Titration, was nahelegt, dass
die Laserstrahlung keinen Einfluss auf die funktionellen Ei-
genschaften der Bakterien hat (Daten nicht gezeigt). Eine
Anpassung der Nernst-Gleichung an die Daten aus Abbil-
dung 3 liefert ein effektives Formalpotential E,,, von (—317 +
4) mV und eine Anzahl transferierter Elektronen n von 0.6 +
0.1. Dieser kleine n-Wert (iiblicherweise 1 fiir einen voll-
standig reversiblen Redoxiibergang in einem c-Typ-Cyto-
chrom) weist auf eine Verteilung von Redoxpotentialen an
der Grenzflache hin. Gestiitzt wird diese Hypothese durch
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Voltammetriedaten, die auf zwei Redoxiibergdngen mit ver-
schiedenen Formalpotentialen E;; und E;, hindeuten, deren
arithmetisches Mittel mit E,,, iibereinstimmen. Obwohl die
SERR-Spektren der beiden Redoxpaare identisch sind (es
wurde nur sechsfach koordiniertes Bis(histidin)-ligiertes Him
beobachtet), konnen sie anhand ihres Formalpotentials un-
terschieden werden. Tatséchlich erzielt die Verwendung einer
Nernst-Gleichung, die zwei Redoxiibergénge statt einem be-
riicksichtigt, eine ebenso gute Anpassung der experimentel-
len Daten (Abbildung SIS). Die daraus erhaltenen Potenti-
alwerte E;;=(-295+2)mV (n=09£01) und E;=
(=367 £7) mV (n=0.8 £0.2) stimmen gut mit den CV-Daten
uberein, die bei niedrigen Potentialvorschubgeschwindigkei-
ten aufgenommen wurden.['®!

In dieser ersten spektroelektrochemischen In-situ-SERR-
Charakterisierung eines katalytisch aktiven Biofilms auf Sil-
berelektroden konnten wir zeigen, dass zwei Bis(histidin)-
koordinierte Cytochrome am DET zwischen Bakterien und
Elektrode beteiligt sind. Die Tatsache, dass beide Redox-
paare spektroskopisch nicht unterscheidbar sind, legt die
Schlussfolgerung nahe, dass geringe Strukturunterschiede —
die nicht durch die hier analysierten SERR-Spektren wie-
dergegeben werden konnen — in der Kavitdt der Himgrup-
pe®? zu den verschiedenen Formalpotentialen E; und E,
fiilhren. Da weiterfithrende Strukturinformationen iiber
OMC:s dieser Bakterien fehlen, ist eine Zuordnung von E,
und E;, zu den Redoxiibergédngen spezifischer Himgruppen a
priori unmoglich. Tatséchlich konnten E;; und E;, individu-
elle, aber auch makroskopische Formalpotentiale widerspie-
geln. Da allerdings der intramolekulare Elektronentransfer in
Cytochromen unter Einschluss von Clustern aus Hamgrup-
pen sehr schnell ist,”*?! ist es wahrscheinlich, dass E;; und E;,
makroskopische Redoxpotentiale zweier verschiedener
OMC:s sind.

Der spektroskopische Beitrag beider OMCs zum SERR-
Spektrum ist sehr dhnlich (Abbildung SIS), was die Schluss-
folgerung nahelegt, dass den jeweiligen Cofaktoren im We-
sentlichen die gleiche Oberfldchenverstarkung ihres RR-Si-
gnals zuteil wird. Dies bedeutet, beriicksichtigt man den
starken Abfall der Oberflachenverstirkung mit steigendem
Abstand,P” dass beide Cofaktoren eine dhnliche Distanz zur
Elektrode haben. Dieser Schluss suggeriert, dass beide OMCs
am direkten Elektronenaustausch mit der Elektrode beteiligt
sind, was einem DET mit zwei parallelen Elektronentrans-
ferpfaden oder einem Elektronenrelais mit zwei parallelen
Elektronenaustrittsstellen entspricht.

Ohne Zweifel sind weitere Studien und wesentlich mehr
Daten iiber die Strukturen beteiligter OMCs erforderlich, um
ein umfangreiches Verstdndnis des DET in Biofilmen zu er-
zielen. In diesem Zusammenhang ist der vorgestellte Ansatz
einer Kombination von SERR-Spektroelektrochemie und
Elektrochemie in der Lage, wichtige Beitrdge auf diesem
Gebiet zu leisten. Bisher stellt er die einzige In-situ-Methode
dar, die es ermoglicht, Struktur und Funktion von OMCs in
intakten Biofilmen zu studieren.
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