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Kurzfassung:  

Aufgrund des wachsenden Anteils fluktuierender Wind und Solarenergie ergibt sich ein erhöhter Be-
darf an flexibel bereitgestellter Energie im Stromnetz. Insbesondere die Biogasproduktion muss in 
Zukunft stärker flexibilisiert werden. Dafür bedarf es einer Prozessüberwachung und –regelung mit 
hinreichender zeitlicher Messauflösung. Kostengünstige Sensoren zur präzisen Überwachung des 
Biogasprozesses sind allerdings noch nicht verfügbar. Essigsäure als hochgradig prozessrelevante 
organische Säure wird derzeit mittels teuren, zeitaufwändigen Methoden wie Gas- oder Flüssigchro-
matographie analysiert. Ausgehend von diesem Forschungsbedarf präsentieren wir eine bioelektro-
chemische Sensorplattform zur inline-Messung von Acetat. Der Sensor basiert auf einer mikrobiellen 
Anode die mit einem heterogenen, Geobacter spp. dominierten Biofilm bewachsen ist. Diese Bakte-
rien sind in der Lage eine Anode als terminalen Elektronenakzeptor für die Oxidation von Acetat zu 
nutzen. Die Menge der übertragenen Elektronen wird als Sensorsignal erfasst. In dieser Studie wer-
den Ergebnisse der Biofilmbildung und -evaluierung sowie dem quantitativen Nachweis von Acetat in 
artifiziellem Abwasser vorgestellt. Natriumacetat in Konzentrationsbereichen von 0 - 15 mmol L-1 dien-
te als einzige C-Quelle bzw. Analyt. Die Biofilmsignale waren gut reproduzierbar und zeigen einen 
Messbereich von 0.5 – 5 mmol L-1 Acetat, sowie eine Messauflösung zwischen 0,25 und 1 mmol L-1 

Acetat. Für eine praktische Anwendung im Biogasbereich ist eine Erhöhung des Messbereichs auf ca. 
20 mmol L-1 Acetat erforderlich. Dies kann unter anderem durch eine Verdünnung von Prozessflüssig-
keiten sowie einer optimierten Sensorarchitektur erreicht werden. In Zukunft kann ein derartiger Sen-
sor als Teil eines Überwachungs- und Regelungssystems von Biogasanlagen oder anderen biotech-
nologischen Anwendungen zum Einsatz kommen. 

Stichwörter: Biosensor, Biogas, mikrobielle Elektrochemie, flüchtige organische Säuren, Prozess-
überwachung 

Einleitung 

Obwohl die Biogastechnologie als gut etabliert 
angesehen werden kann [1], sind im Bereich 
der online-Überwachung von Prozessparame-
tern sowie der Prozessregelung nach wie vor 
Defizite zu verzeichnen. Bis jetzt existieren in 
der Praxis keine Sensoren die eine Echtzeit-
überwachung der Stabilität des anaeroben Ver-
gärungsprozesses zulassen. Flüchtige organi-
sche Säuren, insbesondere Essig-, Propion- 
und Buttersäure haben sich als relevante Pro-
zessparameter etabliert [2,3]. Deren Analyse 
hängt derzeit noch von zeit- und kostenintensi-
ver Labordiagnostik wie z.B. Gas- (GC) oder 
Flüssigkeitschromatographie (HPLC) ab, die in 
der Regel nur offline-Daten liefert. Ein weiteres 
Problem stellt die Verfügbarkeit der notwendi-

gen Messtechnik an Biogasanlagen dar. Eine 
Prozesskontrolle und Regelung der Biogasbil-
dung (an einer spezifischen Anlage) auf Basis 
der Konzentration organischer Säuren ist daher 
noch nicht möglich. Demgegenüber steht ins-
besondere durch einen stetig steigenden Anteil 
fluktuierender Wind- und Solarenergie, die 
Notwendigkeit einer flexiblen Biogasbereitstel-
lung zur bedarfsorientierten Stromproduktion 
[4]. Eine flexible Biogasbereitstellung resultiert 
aus einem dynamisch betriebenen Vergärungs-
prozess (z.B. dynamische Fütterung [5,6]) bei 
erhöhtem Risiko von Prozessinstabilitäten in 
Form eines kurzfristigen Anstiegs der Säure-
konzentration. Um dieses Risiko zu minimieren, 
ist die Entwicklung von Sensorsystemen die 
einen online-Zugriff auf Prozessdaten ermögli-
chen von großer Bedeutung. In der Literatur 
sind verschiedene Entwicklungen zu finden, die 
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z.B. eine online-Anwendung der GC über die 
Filtration von Prozessflüssigkeiten [7] oder die 
Gasextraktion [8,9] zum Ziel haben. Seit länge-
rer Zeit wird auch die Eignung der NIR-
Spektroskopie [10–12] zur Überwachung des 
Biogasprozesses untersucht. Weiterhin wird an 
Metalloxidsensorarrays zur Überwachung der 
Gasphase („elektronische Nase“) [13] bzw. an 
impedanzspektroskopischen Multielektrode-
narrays (“elektronische Zunge”) zur Messung 
flüchtiger organischer Säuren in der Prozess-
flüssigkeit gearbeitet [14]. Mikrobielle elektro-
chemische Sensoren stellen im Bereich der 
anaeroben Vergärung ebenfalls eine erfolgs-
versprechende und tendenziell kostengünstige 
Technologieplattform dar [15]. Diese Sensoren 
werden bereits seit mehr als einem Jahrzehnt 
für die Messung des chemischen (CSB) bzw. 
biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB) unter-
sucht [16]. Seit wenigen Jahren wird auch die 
Verwendung mikrobieller elektrochemischer 
Sensoren zur Bestimmung organischer Säuren 
im anaeroben Vergärungsprozess erforscht 
[17–20]. Das grundlegende Prinzip eines derar-
tigen Sensors liegt in der Fähigkeit elektroakti-
ver Mikroorganismen wie z.B. Geobacter spp. 
oder Shewanella spp. Acetat und andere orga-
nische Verbindungen zu oxidieren und dabei 
eine Elektrode als terminalen Elektronenakzep-
tor zu verwenden („Elektrodenatmung“) [21]. 
Dieses Prinzip kommt bereits in mikrobiellen 
Brennstoffzellen zur Behandlung von Abwäs-
sern zur Anwendung. Die Acetatkonzentration 
kann quantitativ als Stromfluss erfasst werden 
(C2H3CO2

- + 4H2O � 2HCO3
- +8e- +9H+). Ge-

obacter spp. dominierte Biofilme können nicht 
nur aus Abwasser sondern auch aus Prozess-
flüssigkeiten der Biogasproduktion elektroche-
misch abgeschieden werden [22]. Weiterhin 
sind derartige Biofilme in der Lage sich selbst 
zu regenerieren, wodurch sie Scherstress ent-
gegen wirken können [23]. Biofilme, die aus 
Prozessflüssigkeiten der anaeroben Vergärung 
abgeschieden werden konnten, reagierten auf 
eine Zugabe von Acetat mit vermehrter Strom-
produktion [22]. Langzeitexperimente mit mik-
robiellen Elektrolysezellen zeigten stabile 
Stromproduktion über einen Zeitraum von bis 
zu 12 Monaten [24,25]. Alle genannten Eigen-
schaften stellen gute Voraussetzungen bezüg-
lich der Prozessstabilität einer mikrobiellen 
elektrochemischen Sensorplattform dar. 

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, grund-
legende Informationen zum Acetat-Messbereich 
und der korrespondierenden Messauflösung 
eines Geobacter spp. dominierten, anodischen 
Biofilms in einem Durchflusssystem, zu erhal-
ten. Weiterhin wurde die Biofilmbildung in ei-
nem Batch-Reaktor sowie einem kontinuierli-

chem Rührkesselreaktor (Durchflusszelle) un-
tersucht. 

Material und Methoden 

Insofern nicht anders dargestellt beziehen sich 
alle im vorliegenden Artikel aufgeführten elekt-
rochemischen Potentiale auf Ag/AgCl ges. KCl 
(+0.197 V) Referenzelektroden (RE). 

Alle Untersuchungen wurden in kontinuierlich 
gerührten (250 /min) Durchflusszellen 
(V: 100mL) mit zwei integrierten Rundstab-
Graphitelektroden (ø 0.5 cm, CP-Handels-
GmbH, Germany) und einer Ag/AgCl Referen-
zelektrode durchgeführt. (SE 11, Sensortechnik 
Meinsberg, Deutschland). Die Oberfläche der 
Arbeitselektrode (AE) betrug 3,34 cm2, die der 
Gegenelektrode (GE) 4,12 cm2. Für die elektro-
chemischen Untersuchungen kam ein Multipo-
tentiostat (PARSTAT MC, Princeton Applied 
Research, USA) zum Einsatz. Über den gesam-
ten Versuchszeitraum wurden chrono-
amperometrische Messungen (CA) bei 0,2 V 
(1 Messpunkt aller 3 min.), unterbrochen von 
zyklovoltammetrischen Messungen (CV) aller 
24 h mit einer Potentialvorschubgeschwindig-
keit von 1 mV s-1, durchgeführt. Die Umkehrpo-
tentiale der CV`s lagen bei 0,3 V und -0,5 V. 
Bei jedem Messintervall wurden 3 Zyklen auf-
genommen von denen nur der letzte zur Daten-
analyse verwendet wurde. Künstliches Abwas-
ser [26] mit Natriumacetat als einzige C-Quelle 
wurde als Wachstumsmedium eingesetzt. Die 
Biofilmanzucht wurde in den Durchflusszellen 
durchgeführt, wobei diese anfangs als Batch-
Reaktoren betrieben wurden [27]. Dazu wurden 
die Durchflusszellen bei 38°C mit Proben eines 
elektroaktiven Mischkulturbiofilms aus Abwas-
ser [27] inokuliert. Nach Biofilmbildung (Strom-
produktion) in 10 mmol L-1 Acetat wurde mit 
Hilfe einer Schlauchpumpe (TU 200, Medorex 
GmbH, Germany) ein Substratdurchfluss von 
1 mL min-1 eingestellt. Anschließend wurde die 
Acetatkonzentrationen schrittweise erhöht (0; 
0,5; 1; 1,25; 2,5; 5; 10 und 15 mmol L-1) und der 
korrespondierende Strom gemessen (CA bei 
0,2 V) [28]. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die Ausbildung des anodischen Biofilms erfolg-
te innerhalb von fünf Tagen (siehe Abb. 1). Die 
Durchflusszellen wurden ca. 4 Tage als Batch-
Reaktoren, ohne Austausch des Wachstums-
mediums, betrieben. Ca. 80 h nach Versuchs-
start begann die Stromproduktion der Biofilme 
als Folge einer einsetzenden Acetatlimitierung 
zu sinken. Um dem entgegen zu wirken, wurde 
ab 95 h kontinuierlich frisches Medium durch 
die Zellen gepumpt (10 mmol L-1 Acetat, 1 mL 
min-1, senkrechte Linie in Abb. 1). Daraufhin 
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stieg die Stromdichte kontinuierlich bis auf 
0,514 ± 0,003 mA cm-2 an. Der stärkere Strom-
anstieg im Durchflussmodus lässt auf eine hö-
here Wachstumsrate der Biofilme aufgrund 
einer besseren Substratversorgung schließen. 
Um typische Alterungseffekte der Biofilme in 
den anschließenden Versuchen auszuschlie-
ßen, wurden die Biofilme zur Stabilisierung 
weitere 20 Tage kontinuierlich mit Wachstums-
medium der gleichen Acetatkonzentration ver-
sorgt (10 mmol L-1 Acetat, 1 mL min-1, nicht 
dargestellt). Anschließend wurde die Acetat-
konzentration in den Durchflusszellen schritt-
weise erhöht (siehe Abb. 2). 

 

Abb. 1. anodisches Biofilmwachstum in 100 mL 
Durchflusszellen (CA bei 0,2 V) mit 10 mmol L

-1
 

Acetat. Der Anstieg der Stromdichte (j), repräsentiert 
das Biofilmwachstum, die senkrechte gestrichelte 
Linie markiert den Zeitpunkt ab dem kontinuierlich 
frisches Wachstumsmedium (10 mmol L

-1
) durch die 

Zellen gepumpt wurde (1 mL min
-1

), n=2. Die Fehler-
indikatoren zeigen die Standardabweichung. 

Abb. 2 zeigt beispielhaft die Ergebnisse der CA 
Messungen bei steigender Acetatkonzentration 
in zwei parallel betrieben Durchflusszellen. 
Insgesamt wurden vier biologische und zwei 
technische Replikate untersucht. Die Ergebnis-
se der CA und CV Messungen sind in Abb. 3 
als Box Plot zusammengefasst. 

 

Abb. 2. Veränderung der anodischen Stromdichte 
als Folge geänderter Acetatkonzentrationen. CA bei 
0,2 V, n=2 

Für jede Acetatkonzentration wurden die mittle-
ren Stromdichten der letzten 600 Minuten der 

CA Messungen mit den Stromdichten der CV´s 
bei 0,2 V in einer Box zusammengefasst.  

Aus beiden Abbildungen (Abb. 2 und Abb. 3) 
geht deutlich hervor, dass jeder Konzentrati-
onsschritt von 0 bis 5 mmol L-1 Acetat mit einem 
Anstieg der Stromprodichte einhergeht. Die in 
Abb. 2 erkennbaren Potenzialspitzen bei 1 -
 5 mmol L-1 Acetat sowie die zeitlich begrenzte 
Abnahme der Stromdichte bei 10 mmol L-1 Ace-
tat sind Effekte vorangegangener CV Messun-
gen (nicht abgebildet). Bei 10 und 15 mmol L-1 
nimmt die Stromdichte wieder ab. Damit wird 
die obere Grenze des Sensor-Messbereichs 
definiert. Aus den Box Plot Daten (Abb. 3) ist 
weiterhin eine hohe Sensitivität des Biofilms 
zwischen 0,5 und 2,5 mmol L-1 Acetat ersicht-
lich. Auf Basis der erzielten Ergebnisse kann 
der Messbereich der Sensorplattform mit 0.5 – 
5 mmol L-1 Acetat und die Messauflösung zwi-
schen 0.25 - 1 mmol L-1 angegeben werden. 
Die Abnahme der Stromdichte ab 10 mmol L-1 
Acetat kann verschiedene Ursachen haben, 
u.a. wäre die Diffusionslimitierung von Acetat 
durch den Biofilm, die Limitierung der Elektro-
nentransferrate an der Elektrode sowie eine 
begrenzte metabolische Kapazität der Mikroor-
gansimen im Biofilm denkbar [28]. 

 

Abb. 3. Biofilmantwort auf veränderte Acetatkon-
zentrationen. Die Darstellung fasst die Daten der CA 
und CV Messungen zusammen. In den Boxen (grau) 
werden die mittleren 50 % der Messdaten dargestellt, 
die Whisker (Fehlerindikatoren) zeigen Minimum und 
Maximum, n=12 (6 x CA and 6 x CV) [28]. 

Zusammenfassung und Ausblick 

In dieser Studie wurden gemischte anodische 
Biofilme hinsichtlich ihrer Eignung als Acetats-
ensor untersucht. Das übergeordnete Ziel ist 
die Entwicklung einer mikrobiellen elektroche-
mischen Sensorplattform für die inline-Messung 
von Acetat und anderen flüchtigen organischen 
Säuren im anaeroben Vergärungsprozess und 
anderen biotechnologischen Anwendungen. Die 
präsentierten Ergebnisse zeigen eine hohe 
Sensitivität des Biofilms gegenüber Acetat. Es 
konnte eine Messauflösung im Bereich von 
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0,25 bis 1 mmol L-1 Acetat ermöglicht werden. 
Bereits geringe Acetatkonzentrationen von 
0,5 mmol L-1 konnten eindeutig gemessen wer-
den. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass mit 
einem derartigen Sensor noch niedrigere 
Nachweisgrenzen erzielt werden können. Am 
wichtigsten für eine praktische Anwendung im 
Biogasprozess ist jedoch die Erhöhung der 
oberen Messgrenze von 5 mmol L-1 auf 
~20 mmol L-1 und höher. Ohne die Sensor-
architketur zu verändern, wäre dies durch eine 
Verdünnung der Prozessflüssigkeit in einem 
Mess-Bypass-Modul möglich. Auf Ebene der 
Elektrodenarchitektur könnten beispielsweise 
Elektrodenmaterialien mit niedrigerem Elektro-
nendurchtrittswiderstand zu einer Erhöhung des 
Messbereichs beitragen. Die Bestimmung des 
Ansprechverhaltens bzw. der Ansprechzeit des 
Sensors ist eine weitere wichtige Aufgabe bei 
der Weiterentwicklung der Sensorplattform. 
Weiterhin wird die Bestimmung der Standzeit 
bzw. Stabilität der Biofilme im anaeroben Ver-
gärungsprozess Gegenstand zukünftiger Arbei-
ten sein. Bei erfolgreicher Entwicklung kann der 
Sensor neben der reinen Prozessüberwachung 
Bestandteil eines Prozessregelungssystems für 
Biogasanlagen sein. Dies wäre ein erheblicher 
Schritt in Richtung Automatisierung und Flexibi-
lisierung von Biogasanlagen [28]. 
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