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| solation / Gewinnung von Pur pur bakterien

Es besteht die Moglichkeit, einen Bakterienstamm als Reinkultur direkt bei der Deutschen Samm-
lung fur Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig (http://www.dsmz.de/, Strain No.
9483, http://www.dsmz.de/strains/no009483.htm) zu bestellen.

Selbstverstandlich kann auch ein , eigener® Wildstamm isoliert und zur Wasserstoffproduktion ein-
gesetzt werden. Da Purpurbakterien in nahezu jedem stehenden Sii3gewasser vorkommen ist die
Isolation nicht sonderlich kompliziert.

Material:

* Ca 10-20 ml Wasserprobe (Ufer Tiefe von ca. 10-20 cm oberhalb der Faul schlammzone)

* 4 Erlenmeyerkolben mit Schraubverschluss 250 ml (EK250) mit steriler Nahrlosung
(vgl. Tabelle 1)

1 Erlenmeyerkolben mit Schraubverschluss 100 ml (EK100) mit steriler Nahrlosung
(vgl. Tabelle 1)

* 1Impféseca. 2,5mm

» Agar fur die Mikrobiologie (Pulver)

» 130 ml Reagenzglas

» 1 Wattestopfen fir Reagenzglas

» Alufolie

» Gluhlampen

e 1 Skalpell oder scharfes Messer

» 1 Schnellkochtopf

» 1Blechca 30x30cm

* 1 Bunsenbrenner

Von der Wasserprobe werden ca. 10 ml in einen EK250 gegeben und dieser anschlief3end ver-
schlossen. Esist darauf zu achten, dass ein Gasaustausch mit dem Umgebung stattfinden kann — der
Schraubverschluss also ein wenig gelockert ist —, da bei einsetzender Wasserstoffproduktion bel fest
verschlossenem EK ein enormer Innendruck im Kolben entsteht. Anschlief3end stellt man den EK in
einem Abstand von ca. 20-30 cm vor 1-2 Gluhlampen. Nach 2-4 Tagen sollte sich eine braun-
lich/orange Farbung der Suspension einstellen.

Nun Uberimpft man mit der abgeflammten Impfose eine geringe Menge dieser ersten Anreiche-
rungskultur auf einen weiteren, mit Nahrldsung beflllten, EK250 — auch diesen stellt man anschlie-
end mehrere Tage unter Glahlicht. Nachdem hier ebenfalls sichtbar Bakterien hochgewachsen sind
und sich die o.g. Farbung eingestellt hat, wird die Anreicherungsprozedur mit dem dritten EK250
letztmalig durchlaufen. Nach drei Anreicherungen sind in dem letzten der drel bislang verwendeten
EK250 bereits Uberwiegend Purpurbakterien enthalten. Schon hiermit konnten erste Wasserstoff-
produktionsversuche unternommen werden (vgl. Abbildung 1).

M ochte man jedoch eine Reinkultur erhalten, was insbesondere beim Einsatz einer Brennstoffzelle
empfohlen wird (vgl. Anschluss einer Brennstoffzelle), sind weitere Reinigungsschritte unerlass-
lich. Hierzu werden 30 ml Né&hrlésung in ein 30 ml Reagenzglas gegeben und die fur festen Agar
notwendige Menge Agarpulver hinzugegeben (meist ca. 15g/l), das Reagenzglas anschliefzend mit
Alufolie fest verschlossen und ca. 15 Minuten im Schnellkochtopf gekocht.
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Wahrend die noch flissige Agar/Nahrl6sungsmischung abkiihlt (ACHTUNG nicht unter 40°C aber
auch nicht Gber 42°C 1) wird mit der Impfése (abgeflammt) ein Teil der letzten Anreicherungskultur
auf den EK100 Uberimpft, dieser fest verschlossen und geschittelt und anschlief3end mit der erneut
abgeflammten Impfose aus dem EK100 eine geringe Menge Purpurbakterien in den 40°C-42°C
warmen flissigen Agar gegeben. Das Agar-Reagenzglas wird wieder fest mit Alufolie verschlossen,
kurz geschittelt, bis zur Verfestigung auskiihlen gelassen und danach mit dem Wattestopfen ver-
schlossen.

Bereits nach einigen Tagen sind in dem mit Glahlicht im Abstand von ca. 30 cm beleuchteten Rea-
genzglas, kleine farbige (Zell)Inseln zu erkennen. 1-2 dieser Zellhaufen kdnnen mit einem sterilen,
abgeflammten Skalpell nach Zerstérung des Reagenzglases auf steriler Unterlage (abgeflammtes
Metallblech) herausgeschnitten und erneut in einem EK250 mit Nahrlésung zum heranwachsen
gegeben werden — die Reinkultur.

Produktionsver suche

Soll herausgefunden werden ,wie gut* ein Bakterienstamm ist, kann mit folgender M esseinrichtung
die produzierte Gasmenge bestimmt werden.

Material:

* 1 Messzylinder 500 ml

» 1 Silikonstopfen mit Bohrung

* 1100 ml Reagenzglas

* 1Wanne

o Trinkwasser

* 1 Silikonschlauch 2-3mm Durchmesser
» Haltevorrichtung fir Reagenzglas

Aufbau:
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Abbildung 1: Messeinrichtung zur Bestimmung der produzierten Gasmenge

Fur Material- oder Personenschéaden, verursacht insbesondere durch unsachgemé3en Umgang mit Chemikalien oder Materialien,
Ubernimmt das Fachgebiet Bionik und Evolutionstechnik der Technischen Universitét Berlin keine Haftung. — Irrtiimer vorbehalten



FG Bionik und Evolutionstechnik

Technische Universitéit Berlin ' E

Der Messzylinder wird evakuiert, so dass die Sperrfllissigkeit (Trinkwasser) in den Zylinder nach-
strdmen kann. Das aus dem (mit dem Silikonstopfen verschlossenen) Reagenzglas strémende Pro-
duktgas wird von unten in den Messzylinder geleitet. Durch den in den Zylinder perlenden Wasser-
stoff wird die SperrflUssigkeit verdrangt und so die produzierte Gasmenge direkt ablesbar.

Gemal3 nachstehender Bruttoreaktionsgleichung (vgl. Gleichung 1) kann die maximal zu erwarten-
de Menge an Produktgas ermittelt werden.

Gleichung 1 C,H,0, +(2x - 2)H,0 - xCO, +(%+2x—z)H2

(CxHyO.: Summenformel der Kohlehydratquelle in der Nahrlsung)
Die produzierte Gasmenge liegt bel einem 100 ml Reagenzglas bei Verwendung der Standardnahr-
[6sung bei maximal ca. 600 ml in einem Zeitraum von 5-6 Tagen.

Anschluss einer Brennstoffzelle
Material:

» Beispielsweise Brennstoffzelle BZ12/16 (1 Watt) http://www.conrad.de zusétzlich ggf. Klein-
verbraucher

o 2 Laborflaschen 42 Itr.

» Silikonstopfen fur Laborflaschen

* Gluhlampen

» Silikonschlauch

Aufbau:
Der Aufbau ist vergleichbar dem der Produktionsmessung (vgl. Abbildung 1). Anstelle des Mess-

zylinders wird die Brennstoffzelle angeschlossen (vgl. Abbildung 2). Es empfiehlt sich, das Pro-
duktionsvolumen (N&hrldsungsmenge) auf 4 Liter zu erhGhen.

Silikonschlauch

Silikonstopfen

Gluhlicht

e

Purpurbakterien

N4

Brennstoffzelle Laborflaschen 2x2 Itr.

Abbildung 2: Anschluss einer Brennstoffzelle an die bakterielle Wasser stoffproduktion
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Standardnahrldsung fur Purpurbakterien (Konzentrat)

Menge bei 10 Menge bei 25
Liter Konzent- | Liter Konzent-

rat [g] rat [g]
Milchsdure (90%) C3HsOs3 400 1000
L-Glutaminsdure CsHgNO, 103 257,5
(I;/Ir;?neﬂ umsulfat-heptahy- MgSO4T H,0 20 50
Calciumchlorid-2-hydrat CaCl,2 H,0 75 18,75
F[))rl] ;:al iumhydrogenphos- K,HPO, 90 295
Kaliumdihydrogenphosphat | KH,PO, 60 150
Thiaminiumdichlorid C12H18ClN4OSXH,0 0,1 0,25
Nicotinsaure CeHsNO, 0,1 0,25
4-Aminobenzoesaure C/H;NO, 0,02 0,05
Biotin C10H16N203S 0,0015 0,00375

Spurenel ementl 6sung

Ethylendinitril otetraessig-
saure Natriumeisen(l11)- CioH12FeN,NaOg[3 H,O 3,2 8,0
salz-Trihydrat
Mangan(l1)-chlorid MnCl,[4H,0 0,04 0,1
Kobalt(l1)-chlorid CoCl,[6 H,0 0,016 0,04
Kupfer(l1)-sulfat CuSO, 0,004 0,01
Natriummolybdat NaMoO,2 H,0 0,012 0,03
Zinkchlorid ZnCl, 0,008 0,02
Lithiumchlorid LiCl 0,002 0,005
Zinn(l1)-chlorid SnCl,2 H,O 0,002 0,005
Borsdure H3BO; 0,004 0,01
Kaliumbromid KBr 0,008 0,02
Kaliumjodid KJ 0,008 0,02
Bariumchlorid BaCl,2 H,O 0,002 0,005

Ad 10| bzw. 25| aqua dest.

Tabellel:  Nahrlosung Purpurbakterien

Konzentrat vor Anwendung mit entsprechender Menge H,Oges Verdinnen (aus 10 | Konzentrat
werden so 100 | Nahrlésung). Neutralisation mit NaOH auf pH 7,4+-0,2 nicht vergessen. Anschlie-
Bend in Anzuchtgefal (Erlenmeyerkolben, Reagenzglas, Laborflasche 0.4) umfillen und 20 min
bei 121°C autoklavieren/ (im Notfall geht auch ein alter Schnellkochtopf). Auf Raumtemperatur
abkuhlen lassen und mit Bakterien beimpfen. Bei der Anzucht immer die Abdeckung des Anzucht-
gefalies leicht gedffnet lassen, damit der produzierte Wasserstoff abziehen kann.
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