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1. Kurzbericht
1.1. Urspringliche Aufgabenstellung

Im Zentrum des Vorhabens stand die Entwicklung eines Bioreaktorsystems fir die gerichtete Kultivie-
rung von bisher unkultivierten Mikroorganismen aus aquatischen Lebensraumen. Mit diesem Reaktor-
system sollten Lebensraumbedingungen moglichst nah simuliert und — gesteuert durch biologische
MessgroRen — Zielorganismen langfristig fiir systematische Isolierungsversuche zur Verfligung gestellt
werden. Die im Teilprojekt C durch das Fachgebiet Biosystemtechnik an der Humboldt-Universitat zu
Berlin (HUB) gestellten Aufgaben waren die Entwicklung und Konstruktion von Teilkomponenten die-
ses neuen Reaktorsystems sowie die Schaffung neuer technischer Lésungen fir Probennahme, Isola-
tion und Kultivierung der Zielorganismen.

1.2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknUpft wurde

Bioreaktoren zur Kultivierung von Mikroorganismen finden in biotechnologischen Verfahren in Indust-
rie und Forschung eine weite Verbreitung. Ublicherweise werden Kultivierungssysteme mit hohen Zell-
dichten und Substratkonzentrationen betrieben, um die maximale metabolische Leistung, Produktivi-
tat und Ausbeute optimierter Organismen zu erreichen. Daher sind kommerziell erhaltliche Bioreak-
torsysteme selten fir die Kultivierung oligotropher Mikroorganismen geeignet. Allerdings haben Stu-
dien gezeigt, dass der Einsatz von Kulturmedien mit geringen Nahrstoffkonzentrationen die Kultivie-
rungseffizienz und die Diversitat kultivierbarer aquatischer Mikroorganismen erheblich steigern kann.
Daher wurden verschiedene individuell konzipierte Bioreaktoren beschrieben, die durch kontinuierli-
chen Betrieb stetig geringe Nahrstoffkonzentrationen liefern und das selektive Wachstum oligotropher
Mikroorganismen férdern. Die meisten dieser Reaktorsysteme wurden jedoch nicht fir die gezielte
Kultivierung spezieller Zielorganismen oder fiir den Einsatz in verschiedenen Habitaten entwickelt. Auf-
grund methodischer und technischer Einschrankungen wurde in keiner Studie ein kontinuierliches Mo-
nitoring der Mikroorganismengemeinschaft im Reaktor durchgefiihrt, und nur in wenigen Fallen konn-
ten neuartige Stdmme isoliert werden.

1.3. Ablauf des Vorhabens

Aufbauend auf den Arbeiten einer vorausgegangenen Sondierungsphase wurde zundchst das Konzept
eines transportablen und modularen Bioreaktorsystems — des ,, MultiKulti-Reaktors” — in Zusammen-
arbeit von Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Niirnberg (FAU) und HUB finalisiert. Diese Finali-
sierung umfasste die Dimensionierung, die Materialwahl und die Definition technischer GrenzgrofSen
des Reaktors sowie die Auswahl von Sensoren und die Integration innovativer Methoden fiir die Uber-
wachung der Reaktorbiologie. AnschlieRend erfolgte die Auswahl und Beschaffung der notwendigen
Komponenten des Reaktorsystems und schlieRlich die Beauftragung eines Unternehmens fiir den Be-
hélterbau. In folgenden Arbeiten wurde der gefertigte Bioreaktor an der FAU, unterstitzt durch die
HUB, als mobiles System in einen 8-FuR-Seecontainer installiert. Dabei wurde die Integration von Kom-
ponenten wie Medienversorgung, Prozesssteuerung und analytischer Gerate geplant, durchgefiihrt
und schlieflich durch eine Inbetriebnahme abgeschlossen. Nach initialen Kultivierungsexperimenten,
welche durch das Technologiezentrum Wasser Karlsruhe (TZW) am Standort der FAU durchgefiihrt
wurden, erfolgte der Transport des Systems an die Universitat Duisburg-Essen (UDE). Mit Abschluss
des Teilprojekts wurden durch FAU und HUB schlief3lich letzte Arbeiten durchgefiihrt um den Multi-
Kulti-Reaktor fiir Versuche an der UDE vorzubereiten.

Parallel zu den Arbeiten am MultiKulti-Reaktor wurde fiir gemeinsame Beprobungen am Geysir Ander-
nach zunachst ein Wasserprobenheber mit druckhaltender Reaktionskammer entwickelt und dafr zu-
sammen mit der FAU eine Testapparatur konstruiert. Begleitend wurde an der HUB ein Prototyp einer
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Sonde entwickelt, welche die Umweltbedingungen bei Probennahme aufzeichnen sollte, insbesondere
bei hohen Dricken. Fiir die UDE wurde zudem ein Gerat entwickelt, welches der Bestrahlung von mit
Propidiummonoazid (PMA) versetzten Wasserproben dient, welche dann anschliefend in einer Me-
thode zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen eingesetzt werden kdnnen.
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Im Laufe der Entwicklung des MultiKulti-Reaktors wurde an der HUB mit der Entwicklung von innova-
tiven Bioreaktoren in kleinem Malstab begonnen. Dieser urspriinglich nicht vorgesehene Weg wurde
einerseits aufgrund von pandemiebedingten Einschrankungen bei der Realisierung des MultiKulti-Re-
aktors eingeschlagen. Zudem sollte in diesen Bioreaktoren die Kultivierung halophiler Mikroorganis-
men beim Projektpartner am Deutschen Luft- und Raumfahrtzentrum (DLR) ermoglicht werden. Ein
erster Reaktorprototyp zeigte zwar grundsatzliche Funktionsfahigkeit, wies jedoch in Kultivierungen
am DLR Probleme bei der Durchmischung und der Sauerstoffversorgung auf. Zudem war das gewahlte
Reaktormaterial Acrylglas nicht ausreichend fiir die Anforderungen der durchgefiihrten Experimente
geeignet. In einer Optimierungsphase wurde daher ein neuer Reaktor aus Polycarbonat mit magneti-
schem Rihrantrieb und Schlauchpumpe konstruiert, der eine bessere Durchmischung und Begasung
ermoglicht. Trotz dieser Verbesserungen traten technische Herausforderungen auf, insbesondere
durch eine Uberhitzung der Steuereinheit des Reaktors im zur Temperierung nétigen Warmeschrank.
Diese Probleme wurden durch den Einsatz robusterer Motortreiber und einer externen Temperierein-
heit des Reaktors gel6st. Auf diesem Konzept basierend wurde schlielich ein System aus drei bauglei-
chen Bioreaktoren konstruiert, welches seit Ende des Teilprojekts der HUB am DLR im Einsatz ist.

1.4. Wesentliche Ergebnisse

An der HUB wurden im Rahmen des Teilprojekts C wie geplant Losungen zur Probennahme, Probeniso-
lation und Kultivierung von Zielorganismen entwickelt. Hauptergebnis ist ein transportabler und mo-
dularer 20-Liter-Bioreaktor aus Duplexstahl — der MultiKulti-Reaktor — welcher in Zusammenarbeit mit
der FAU entwickelt wurde und in ersten Versuchen wahrend der Projektlaufzeit erfolgreich fir die
Kultivierung von Mikroorganismen aus aquatischen Habitaten eingesetzt wurde. Zu den wesentlichen
Ergebnissen zahlt zudem die Entwicklung eines Wasserprobenhebers mit druckhaltender Reaktions-
kammer zur Farbung mit PMA fiir die anschlieRende Analyse der lebensfdahigen Mikroorganismen. Fer-
ner wurden tiber mehrere Entwicklungsstufen hinweg innovative und kostengiinstige Bioreaktoren im
1-Liter-MaRstab realisiert. Drei dieser temperier- und autoklavierbaren Reaktoren wurden mit Projekt-
ende dem Projektpartner DLR Ubergeben und werden dort erfolgreich fir die Kultivierung von halo-
philen Mikroorganismen eingesetzt.

2. Eingehende Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten

Dieser Abschlussbericht behandelt die Arbeiten des Teilprojekts C des Vorhabens ,MultiKulti“ - Kulti-
vierung von bisher unkultivierten Mikroorganismen aus verschiedenen aquatischen Lebensraumen.
Das Teilprojekt wurde vom 01.07.2021 bis zum 31.03.2025 am Fachgebiet Biosystemtechnik an der
Humboldt-Universitat zu Berlin (HUB) bearbeitet. Die weiteren Teilprojekte werden in den Abschluss-
berichten der Projektpartner Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nlrnberg (FAU), Universitat
Duisburg-Essen (UDE), TZW: DVGW-Technologiezentrum Wasser (TZW), Universitat Oldenburg, Insti-
tut fiir Chemie und Biologie des Meeres (ICBM) und Deutsches Zentrum fir Luft- und Raumfahrt (DLR)
beschrieben. Inhaltliche Uberschneidungen insbesondere zu dem Bericht der FAU sind allerdings auf-
grund der engen Zusammenarbeit moglich.
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2.1. Arbeitspaket 1: Reaktorbau

2.1.1. Entwicklung des , MultiKulti-Reaktors”

Im Arbeitspaket 1 (Reaktorbau) stand die Entwicklung eines Bioreaktorsystems fiir die gerichtete Kul-
tivierung von bisher unkultivierten Mikroorganismen aus aquatischen Lebensrdumen im Zentrum. Bei
der Realisierung dieses Systems und der Konzeption sowie Konstruktion des in-situ Reaktors arbeiteten
die HUB und FAU eng zusammen, wobei die Umsetzung und Inbetriebnahme des Reaktorsystems bei
der FAU erfolgen sollte. Fiir eine detailliertere Beschreibung des Reaktorbaus wird daher hier auf den
entsprechenden Bericht des Teilprojekts verwiesen.

Bei den gemeinsamen Arbeiten wurde zunachst das Reaktorkonzept aus der Sondierungsphase des
Vorhabens finalisiert. Das Arbeitspaket 1.1 startete mit der Erstellung eines ReaktorflieRbildes und der
exakten Dimensionierung auf Basis des Konzeptes aus der Sondierungsphase. Dafiir gab es feste wo-
chentliche Meetings zwischen den Partnern HUB und FAU bei denen an gemeinsamen Lésungen gear-
beitet wurde und die individuellen Arbeitsschritte der Partner besprochen wurden. Zur Finalisierung
der Reaktorkonstruktion gab es schlieRlich einen mehrtagigen Workshop beim Projektpartner FAU im
Marz 2022. Dabei wurden unter anderem alle aufzunehmenden Sensoren fiir Mess- und RegelgréRen
und die technischen GrenzgroRen definiert. Bei der Materialwahl fiir die Reaktorbehalter und Rohrlei-
tungen fiel die Entscheidung aufgrund der salzhaltigen Substrate auf einen seewasserbestandigen
Duplexstahl. Es wurde eine 3D-Skizze erstellt, welche insbesondere auch der optimierten Verschaltung
der einzelnen Reaktorkomponenten diente. Mit Abschluss dieser Projektphase stand ein Konzept fir
einen modularen und transportablen 20-Liter-Bioreaktor, bestehend aus einem Hauptreaktor und
sechs Nebenreaktoren. Damit wurde ein Design Freeze beschlossen und ein Zwischenziel sowie Mei-
lenstein des Arbeitspakets erreicht.

Die HUB befasste sich in den auf das Design Freeze folgenden Arbeiten zunachst vordergriindig mit der
Beschaffung der fiir die Realisierung des MultiKulti-Reaktors notwendigen Bestandteile. Firmen, wel-
che die Komponenten, bspw. Reaktorbehilter, Armaturen und Ventile, fertigen sollten, wurden re-
cherchiert und ausgewahlt. Als erster Schritt wurden die fir die Modularitat des Reaktors nétigen Ar-
maturen in Auftrag gegeben. Diese sollten der steuerbaren Verbindung zwischen dem Hauptreaktor
und den sechs Nebenreaktoren des MultiKulti-Reaktors dienen. Die Armaturen missen fir einen Be-
trieb bei extremen Kultivierungsbedingungen, wie einer hohen Salzkonzentration der eingesetzten
Medien und hohen Druck geeignet sein und dartber hinaus Totraumfreiheit gewahrleisten. Aufgrund
dieser Anspriiche konnte nicht auf handelsibliche Armaturen zuriickgegriffen werden. Daher war es
notig Spezialanfertigungen in Auftrag zu geben. Nach einer Recherche geeigneter Hersteller in den
Monaten Juli und August 2022, fiel die Wahl auf totraumfreie Kugelhdhne der Firma ATEC Armaturen-
bau und Technik-GmbH (Nieder-Olm). Die Bestellung von 18 Zweiwege-Kugelhdhnen und 6 Dreiwege-
Kugelhdahnen konnte im September 2022 ausgelost werden. Die Armaturen wurden entsprechend der
Vorgaben des Reaktorsystems gefertigt: Medien-beriihrende Teile bestehen aus Duplexstahl (1.4462),
als Verbindung wurden Tri-Clampstutzen nach DIN 32676 fiir eine Nennweite von DN25 verbaut, die
Bauldnge der Ventile betragt 160 mm, die Druckstufe PN40 und eine Totraumfreiheit ist durch ange-
federte Kugeldichtschalen gewahrleistet. Die Herstellung der Armaturen wurde im Dezember 2022 ab-
geschlossen. Die Lieferung an die HUB erfolgte im Januar 2023 (Abbildung 1).



Abbildung 1: Armaturen fiir den Einsatz im MultiKulti-Reaktor. Totraumfreie Kugelhdhne mit zwei (links) und drei
Wegen (rechts). Medien-beriihrende Teile aus Duplexstahl (1.4462), Tri-Clampstutzen nach DIN 32676 B, DN25,
Bauldnge = 160 mm, Druckstufe PN40.

Der Auftrag fur die Fertigung und Montage der Edelstahlbehalter fiir den MultiKulti-Reaktor wurde am
28.02.2023 an die Firma Edelstahl Jansen GmbH (Wassenberg) vergeben. Mit der Fertigung wurde An-
fang Juni 2023 begonnen. Neben den Armaturen wurden Klemmstutzen (Tri-Clamp DIN 32676) und
Klopperboden (DIN 28011) fiir die Nebenreaktoren, bezogen von der Firma Zimmerlin GmbH Edelstahl-
Technik (Botzingen), zugeliefert. Der fertig montierte Reaktor erreichte die FAU im September 2023.
Die Fiir den MultiKulti-Reaktor notwendige Ventile zur Steuerung der Gasstrome wurden von der Firma
GSR Ventiltechnik GmbH & Co. KG (Vlotho) bezogen und ebenfalls an die FAU geschickt.

Zur Gewahrleistung einer kontinuierlichen Fahrweise des MultiKulti-Reaktors wurde ein System konzi-
piert, welches einen gleichbleibenden Fiillstand des Reaktors und einen gesteuerten Abfluss des Reak-
tormediums ermoglicht. Der Fillstand soll bei Kultivierung der Mikroorganismen durch den Abfluss in
ein im Reaktor befindliches um 90° gebogenes Rohr konstant gehalten werden. Durch dieses Rohr
flieBt Reaktormedium ab einer definierten Héhe aus dem Reaktor aus. Da bei Driicken bis zu 25 bar
kultiviert werden soll, ist der Anschluss eines weiteren Behalters notig, welcher verhindert, dass es bei
Abfluss aus dem Reaktor zu einem unkontrollierten Druckabfall kommt. Daflir wurde eine Apparatur,
bestehend aus einem Edelstahlrohr, zwei kapazitiven Fillstandsensoren und einem Magnetventil an
der HUB entworfen (Abbildung 2).

Abbildung 2: Konzept der Fillstandregelung des MultiKulti-Reaktors (links) mit Hauptreaktor (1), Ablauf-Rohr (2),
kapazitiven Fillstandsensoren (3), Uberlaufrohr (4) und Magnetventil (5). Schnitt durch Hauptreaktor und Uber-
laufrohr (rechts).

In diese Apparatur zur Fillstandregelung soll der Abfluss aus dem Reaktor eintreten, bis zu einem be-
stimmten Fiillstand im Rohr gesammelt und dann abgelassen werden. Dabei muss gewahrleistet wer-
den, dass ein gewisser Fillstand im Rohr verbleibt, damit verhindert wird, dass die Gasphase des Re-
aktors mit der atmospharischen Gasphase in Verbindung tritt und ein schlagartiger Druckabfall resul-
tiert. Geeignete Sensoren und Magnetventile wurden beziglich der Druckbedingungen (bis zu 25 bar),
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Temperatur und Medieneigenschaften recherchiert. Die Wahl fiel auf den Einsatz des kapazitiven
Grenzstandsensors Liquipoint FTW33 der Firma Endress+Hauser (Reinach, Schweiz) und des Mag-
netventils 6027 Birkert (Ingelfingen). Durch den Einsatz zweier Grenzstandsensoren konnten Minimal-
und Maximalvolumen im Uberlaufrohr festgelegt werden. Die Gesamtlidnge des Uberlaufrohrs mit ei-
nem Innendurchmesser von 29,7 mm betrdagt 250 mm, wobei 150 mm und somit ca. 100 mL auf den
Abstand zwischen Minimal- und Maximalstand entfallen. Die Dimensionierung des Rohrs wurde dabei
basierend auf einer, fiir den Betrieb hohen, Durchflussrate D von 0,1 h'! und dem Gesamtreaktorvolu-
men von ca. 20 L ausgelegt. Bei diesen Prozessbedingungen wiirde sich eine Schaltung des Magnetven-
tils alle drei Minuten ergeben. Das Sicherheitsvolumen, welches unter dem Minimalstand (80 mm) des
Rohrs (unterer Sensor) idealerweise bei Schaltung verbleibt, betragt 55 mL. Die ndtigen Komponenten
wurden im Marz 2024 zur FAU gesendet, wo eine Anpassung des Konzepts, die Konstruktion und die
Montage der Apparatur erfolgten.

In den Arbeiten von September 2023 bis zum Oktober 2024 wurde der gefertigte Bioreaktor an der
FAU, unterstiitzt durch die HUB, als mobiles System in einen 8-FuB-Seecontainer installiert. Dabei
wurde die geplante Integration von Komponenten wie Medienversorgung, Prozesssteuerung und ana-
lytischer Gerate umgesetzt. Neben den weiterhin stattfindenden woéchentlichen Meetings, welche die
Fertigstellung des Reaktorsystems begleiteten, wurden abschlieRende Arbeiten gemeinsam durch Wis-
senschaftler der Projektpartner FAU und HUB im Oktober 2024 in Nirnberg durchgefiihrt (Abbildung
3). Im gleichen Monat folgte schlieflich die Inbetriebnahme des MultiKulti-Reaktors sowie initiale Kul-
tivierungsexperimente, welche durch das Technologiezentrum Wasser Karlsruhe (TZW) am Standort
der FAU durchgefiihrt wurden.

Abbildung 3 MultiKulti-Reaktor bei abschlieRenden Arbelten im Oktober 2024 an der FAU. Das Reaktorsystem
(rechts) ist fur Arbeiten im Container (links) entnommen.

2.1.2. Entwicklung von Reaktoren zu Kultivierung halophiler Mikroorganismen

Zusatzlich zu dem im Rahmen von AP 1 realisierten MultiKulti-Reaktor wurden weitere Bioreaktoren
konzipiert. Dieser urspriinglich nicht vorgesehene Weg wurde einerseits aufgrund von pandemiebe-
dingten Einschrankungen bei der Realisierung des MultiKulti-Reaktors eingeschlagen. Zudem sollte
durch die Entwicklung von neuartigen Bioreaktoren die Kultivierung halophiler Mikroorganismen beim
Projektpartner Deutsches Zentrum fir Luft- und Raumfahrt (DLR) ermdglicht werden. Zunachst wurde
zusammen mit der FAU ein Reaktor konzipiert, welcher auf den Dimensionen und Charakteristika eines
Nebenreaktors des MultiKulti-Reaktors basierte. Mit der Konzipierung von besagtem Reaktor wurde
im Verlauf des Projekttreffens beim DLR in K6In (14. — 16.11.22) begonnen und diese in Zusammenar-
beit zwischen FAU und HUB finalisiert. Der konzipierte Reaktor setzt sich aus einem Hauptreaktions-
raum mit einem Arbeitsvolumen von einem Liter — entsprechend dem Volumen eines Seitenreaktors
des transportablen, modularen MultiKulti-Reaktors — sowie einem angeschlossenen Zirkulationssys-
tem, bestehend aus Rohren und einer Pumpe zusammen (ca. 500 mL). Aufbau und Charakteristika des
Reaktors sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Bis auf die aus Polyoxymethylen (POM) gefertigte Pumpenkammer, einem aus Teflon bzw. Polytetraf-
luorethylen (PTFE) bestehenden Pumpenrotor und Dichtungen aus Fluorkautschuk (FKM) sind alle Me-
dien-beriihrenden Teile des Reaktors aus Acrylglas bzw. Polymethylmethacrylat (PMMA) gefertigt.
Durch den Verzicht auf zur Korrosion neigenden Materialien soll so einerseits eine Kultivierung von
halophilen Mikroorganismen bei Salzkonzentrationen von 300 g L™ NaCl gewahrleistet werden. Ande-
rerseits konnen durch die Verwendung eines transparenten Werkstoffs Stromungscharakteristika und
Veranderungen des Mediums optisch beurteilt werden. Weitere in der Konzipierungsphase festgelegte
Kultivierungsbedingungen wie Temperaturen von 4 — 45 °C und einem pH-Bereich von 6 — 9,5 kénnen
durch den gewahlten Aufbau ebenfalls gewdhrleistet werden. Um homogene Bedingungen wahrend
des Betriebs sicherzustellen, wurde ein System konstruiert, welches eine Zirkulation des Mediums im
Reaktor bewirkt. Dieses setzt sich aus einer Pumpe, bestehend aus einem sternféormigen, magneti-
schen Pumpenrotor, einer aus POM bestehenden Pumpenkammer und einer Antriebseinheit zusam-
men. Uber ein Rohrsystem aus PMMA ist dieses System an den Hauptreaktionsraum angeschlossen.
Bei der Antriebseinheit handelt es sich um einen Schrittmotor, welcher mit Nedodym-Scheibenmag-
neten bestickt ist. Dadurch wird die Rotation des magnetischen Pumpenrotors vermittelt. Der Schritt-
motor und damit die Pumpgeschwindigkeit Iasst sich mit einem Potentiometer als Teil einer elektroni-
schen Schaltung (NE555-IC als astabile Kippstufe) regeln. Das Gehause der Antriebseinheit sowie wei-
tere verbindende Elemente des Reaktors sind aus 3D-gedrucktem schwarzem, Glycol-modifizierten
Polyethylenterephthalat (PETG) gefertigt. Das Reaktorgestell besteht hauptsachlich aus Aluminiumsys-
temprofilen (20 mm x 20 mm). Analytik und Probenahme kénnen (iber drei Durchginge im Deckel
(@12,5 mm, PG13,5-Gewinde) realisiert werden.

Der Bioreaktor aus Acrylglas wurde von November 2022 bis Februar 2023 an der HUB konstruiert und
beim Projekttreffen an der Universitat Duisburg-Essen (UDE) in Essen (27.02. —01.03.23) prasentiert.
Nach begleitender Diskussion der Projektpartner wurde der Reaktor im Marz 2023 modifiziert und am
28.03.2023 schlieflich an das DLR gesendet. In Kultivierungsexperimenten wurde der Bioreaktor dort
von April bis Juni 2023 eingesetzt. Aus den Versuchen am DLR ging hervor, dass Kultivierungen in dem
aus Plexiglas gefertigten Bioreaktor zwar moglich waren, allerdings auch einige Probleme auftraten.
Zu diesen zdhlten eine Sedimentation der Zellen (Abbildung 4, rechts) aufgrund einer unzureichenden
Flussrate im Umlaufsystem und eine zu geringe und damit wachstumslimitierende Sauerstoffversor-

gung.

4 B B

Abbildung 4: Bioreaktor aus Acrylglas (Polymethylmethacrylat) fur die Kultivierung halophiler Mikroorganismen.
Gerenderte 3D-Darstellung des konzipierten Reaktors (links) und Foto des mit Salzlosung gefiillten Reaktors
(Mitte). Sedimentation am Boden des Bioreaktors aus Acrylglas bei Kultivierungsexperimenten mit halophilen
Mikroorganismen am DLR (rechts).
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Basierend auf den Ergebnissen des Einsatzes des Bioreaktors aus Acrylglas wurde ab Juni 2023 gemein-
sam mit dem DLR ein neues Reaktorkonzept entwickelt. Mit dem vorgesehenen Reaktorsystem sollte
bei etwa gleichem Arbeitsvolumen eine Kultivierung bei idealer Mischung und besserer Sauerstoffver-
sorgung gewahrleistet werden. Das neue Konzept orientierte sich an einem Rihrkesselreaktor, wel-
cher magnetisch gekoppelt geriihrt und aktiv begast werden sollte. Als Medien-beriihrendes Material
wurde Polycarbonat an Stelle von Acrylglas (PMMA) gewahlt, da eine bessere chemische Bestandigkeit
und Autoklavierbarkeit erreicht werden sollte. Als weitere Ergdnzung wurde eine Schlauchpumpe in-
tegriert, welche zur Begasung oder Substratzufuhr verwendet werden konnte. Der Reaktor wurde von
Juni bis September 2023 an der HUB konstruiert und anschlieRend an das DLR versendet.
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Der entsprechend der Planung konstruierte Bioreaktor besteht aus Polycarbonat, einem durch einen
Schrittmotor vermittelten Magnetantrieb mit ca. 165 —865 Umdrehungen pro Minute und einer
Schlauchpumpe mit einer Geschwindigkeit von bis zu 450 mL min* (Abbildung 5). Das Steuerungsge-
hduse und das Gerist des Aufbaus wurden wie bei dem Vorgangerreaktor aus 3D-gedrucktem schwar-
zem, Glycol-modifizierten Polyethylen-terephthalat (PETG) und Aluminiumsystemprofilen gefertigt.
Analytik, Begasung und Probenahme konnen tber sechs Durchginge im Deckel (#12,5 mm, PG13,5-
Gewinde) realisiert werden. Die Rihrgeschwindigkeit wird mittels Potentiometer (ber einen
Microcontroller (ATtiny13A, Microchip Technology, Chandler, USA) und einen Schrittmotortreiber
(TMC2208, TRINAMIC Motion Control, Hamburg) gesteuert. Die Schlauchpumpe (KCM-B168 ODMA,
Kamoer, Shanghai, China) wurde mit einer Steuereinheit in das Steuergehduse integriert. Eine Tempe-
rierung des Reaktors sollte am DLR dadurch erzielt werden, dass das komplette Reaktorsystem wah-
rend der Kultivierung in einem Warmeschrank platziert wird.

Abbildung 5: Bioreaktor aus Polycarbonat fiir die Kultivierung halophiler Mikroorganismen. Gerenderte 3D-Dar-
stellung des Entwurfs (links) und Foto des fertiggestellten Reaktors vor der Lieferung an das DLR (rechts).

Der neue Reaktor aus Polycarbonat wurde ab September 2023 am DLR eingesetzt und mit einer Pos-
terprasentation zusammen mit dem Plexiglasreaktor im Rahmen der Konferenz ,BigBang...Microbes!
Workshop on Cultivation of the Uncultivationables!” am DLR (28. —29.09.2023) vorgestellt. Im Rahmen
des folgenden Projekttreffens in Berlin im November 2023 (6.11. — 7.11.2023) wurden die bisherigen
Arbeiten bezlglich der Reaktoren prasentiert und Ergebnisse diskutiert. In diesem Zuge wurde gemein-
sam entschieden, zwei weitere, zum Polycarbonatreaktor baugleiche Reaktoren an der HUB zu ferti-
gen. Mit den Bioreaktoren sollten am DLR anschlieRend Versuche im Dreifachansatz durchgefiihrt und
so Veroffentlichungen der Ergebnisse in internationalen Zeitschriften ermdoglicht werden.



Mit der Konstruktion der Reaktoren wurde im November 2023 begonnen und eine Fertigstellung war
flr Ende Januar 2024 vorgesehen. Die Arbeiten wurden allerdings bereits Mitte November unterbro-
chen, da einige Probleme beim Betrieb der Reaktoren am DLR auftraten, welche mit grolRer Wahr-
scheinlichkeit durch die Temperierungsmethode der Reaktoren verursacht wurden. Das Reaktorsys-
tem befand sich bei Kultivierung in einem Warmeschrank, um eine Temperierung des Mediums zu
ermoglichen. Dadurch wurde nicht nur Medium und Polycarbonatbehalter, sondern auch die Steuer-
einheit mit Rihr- und Pumpenantrieb auf 37 °C erhitzt. Nach einigen langeren Experimenten fiihrte
dies zu einer Uberhitzung der Steuereinheit und zum Ausfall des Motortreibers des Magnetriihrers.
Ferner stellte sich heraus, dass mit dem gewahlten Warmeschrank keine Zufiihrung von Gasen oder
Flussigkeiten mittels Schlauchen moglich war, da diese durch die Tir des Warmeschranks abgeklemmt
wurden. In den folgenden Gesprachen zwischen DLR und HUB wurde beschlossen, das Reaktorsystem
mit einer eigenen Temperiereinheit zu ergdnzen sowie einen robusteren Schrittmotortreiber einzuset-
zen, um weitere Ausfélle zu vermeiden und eine flexiblere Fahrweise der Reaktoren zu erméglichen.
Die Steuereinheit des Reaktorsystems wurde im Dezember 2023 vom DLR an die HUB gesendet. Mit
der Konzeption des neuen Systems wurde im gleichen Monat begonnen.

Das neue Reaktorkonzept wurde im ersten Halbjahr 2024 finalisiert und anschlieRend durch die Kon-
struktion drei entsprechender Reaktoren umgesetzt. Der grundlegende Aufbau des Reaktors hinsicht-
lich Medien-beriihrender und struktureller Komponenten blieb im Vergleich zum vorherigen Design
unverandert. Im Wesentlichen wurde eine Temperiereinheit, bestehend aus einer Plexiglas-Einhau-
sung, welche eine Schaltschrankheizung (PICCOVENT 7024, ROSE, Bad Bimbach) und ein Schalt-
schrankthermostat (ROSE) enthielt ergdnzt. Letzteres wurde zur Beriicksichtigung von Sicherheitsas-
pekten verwendet, um die Innentemperatur der Einhausung auf maximal 60 °C zu begrenzen. Zur Re-
gelung der Heizung in Abhangigkeit der gewlinschten Temperatur des Kultivierungsmediums wurde
eine Temperatursonde entworfen, welche aus einem in Polycarbonat eingebauten Temperatursensor
(TS-NTC-103, B + B Thermo-Technik, Donaueschingen) bestand. Die Fertigung und der Aufbau der Tem-
periereinheit ist in Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 6: Fertigung und Aufbau der Temperiereinheit d en aus
Polycarbonat vor Verkleben der Sondenspitze mit dem Sondenschaft (A). Aufbau der Sondenspitze der Tempe-
ratursonde mit Kappe (unten) und Sensor in Sensoraufnahme (oben) vor Verkleben (B). Frasen der Acrylglasplat-
ten flr die Einhausung der Temperiereinheit (C) und Verkleben der Acrylglasplatten unter UV-Licht.

Die zur Temperaturregelung nétige Elektronik wurde im Steuerungsgehduse des Bioreaktors erganzt
und ein RP2040 Microcontroller (Raspberry Pi, Cambridge, England) anstatt eines bisher verwendeten
ATtiny13A integriert. Der mit der Temperatursonde aufgenommene Messwert wird dabei liber einen
Analog-Digital-Wandler des RP2040 eingelesen und in Abhadngigkeit des eingestellten Sollwerts tber
einen Transistor (IRL3803PBF, Infineon Technologies, Neubiberg) die Schaltschrankheizung geschaltet.
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Fiir den RP2040 wurde eine Software in Micropython geschrieben, mit welcher die Drehzahl des Riih-
rers eingestellt und die Temperierung des Bioreaktormediums geregelt werden kann. Zur Bedienung
wurden ein 1,3-Zoll OLED-Display (SIMAC Electronics, Neukirchen-Vluyn) und ein Drehencoder (Alps,
Tokio, Japan) mit dem RP2040 verbunden und in die Wand des Steuerungsgehauses eingebaut. So
lassen sich Drehzahl und Sollwert der Temperatur des Reaktormediums Uber ein angezeigtes Menli
einstellen. Die eingestellten Parameter und der Ist-Wert des Reaktormediums sind bei Bioreaktorbe-
trieb einerseits iber das Display ersichtlich und kdnnen andererseits liber eine integrierte Micro-USB-
Buchse ausgegeben werden. Uber diese USB-Schnittstelle des Bioreaktorsystems kann zudem auf den
Quellcode der Steuerung zugegriffen werden, um diesen bei Anderungswiinschen beim DLR oder in
zuklnftigen Projekten zu bearbeiten und zu erganzen. Der Aufbau eines so fertiggestellten Bioreaktor-
systems sowie die Steuerungsgehduse mit Temperierkomponenten und das (iber das Display darge-
stellte Meni zur Bedienung sind in Abbildung 7 dargestellt.

rrer
Temperature
Info

256 rpm (on)d

41 .5C Set:42.8C

Abbildung 7: Bioreaktorsysteme nach und vor Montage der Einhausung und der Heizung (links). Frontauschnitt
der Bioreaktorsteuerung mit Micro-USB-Buchse und Display mit dargestelltem Meni zur Bedienung und Tem-
peraturanzeige (rechts).

Nach der Endmontage der drei Bioreaktorsysteme, wurden Software und Bedienung, insbesondere die
Temperaturregelung, abschliefend getestet und optimiert. Im Februar 2025 wurden die Bioreaktoren
im Rahmen eines Treffens am DLR Gbergeben und die Wissenschaftler:innen am DLR in die Bedienung
der Bioreaktoren eingewiesen.

Die Reaktoren wurden anschlieBend am DLR fiir die Kultivierungsexperimente halophiler Mikroorga-
nismen eingesetzt und waren zum Ende des Berichtzeitraums erfolgreich in Betrieb. Kultivierungen des
halophilen Archaeon Haloarcula sp. NS06 aus der Liineburger Sole in den Bioreaktoren sind in Gegen-
Uberstellung eines gerenderten Modells des urspriinglichen Entwurfs in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Finales Bioreaktorsystem als gerendertes Modell (links) und drei Exemplare des Bioreaktors im
Einsatz beim DLR bei Kultivierung halophiler Archaeen (rechts).

AbschlieBend wurde am DLR gepriift, ob sich die Bioreaktoren aus Polycarbonat wie vorgesehen fiir
eine Autoklavierung eignen bzw. ob eine Materialbestandigkeit gegeben ist. Dies ist fur die Kultivierung
halophiler Mikroorganismen, wegen der selektiven Wirkung des hohen Salzgehalts des Kultivierungs-
mediums nicht zwingend notwendig, ermoglicht aber so auch eine Kultivierung anderer, fir Kontami-
nation anfdlligere Mikroorganismen. Bei den Versuchen stellte sich heraus, dass bei Ublicher Heil3-
dampfsterilisation im Autoklaven keine Auswirkungen auf das Material auftraten und der Bioreaktor
daher als autoklavierbar bezeichnet werden kann.

Letzte Arbeiten im Rahmen des Arbeitspakets 1 galten der Integration ionenselektiver Elektroden in
das Reaktorkonzept. Durch den erfolgreichen Einsatz des finalen, am DLR verwendeten Bioreaktorsys-
tem erschien eine Erweiterung des Systems hinsichtlich der analytischen Methoden vielversprechend.
Die Elektroden sollten integriert werden um Stoffwechselwege der kultivierten Mikroorganismen hin-
sichtlich der lonenkonzentrationen zu untersuchen. Die Arbeiten konnten allerdings nicht mehr in der
Projektlaufzeit abgeschlossen werden.

2.2. Arbeitspaket 2: Methodenentwicklung fir die Reaktorliberwachung
Die Entwicklung innovativer Methoden fiir die Uberwachung der Reaktorbiologie standen im Fokus
von Arbeitspaket 2. Neben der Erfassung mehrerer physikalischer und chemischer Paramter sollten im
Reaktorsystem innovative Methoden des biologischen Monitoring wie Live-Sequencing,
Durchflusszytometrie und ATP-Messung eingesetzt werden. Damit wird die mikrobiologische
Gemeinschaft GUberwacht und es kann automatisiert auf Veranderungen reagiert werden. Deshalb
wurde an der Universitat Duisburg-Essen (UDE) eine Methode entwickelt, um die mikrobielle
Zusammensetzung in einer Probe mittels Nanoporen-Sequenzierung innerhalb von weniger als 24
Stunden zu bestimmen (Live-Sequencing). Zur Unterscheidung von lebenden und toten Organismen ist
eine Farbung mittels Propidium Monoazid (PMA) vorgesehen. Dafiir muss eine 1 mL Probe einer Um-
welt- oder Bioreaktorprobe unter konstantem Druck in eine speziell fir die storungsfreie Entnahme
konstruierte Vorkammer abgelassen werden, bevor eine Zelllyse durch einen Druckabfall verursacht
wird. In dieser Vorkammer wird anschlieBend die PMA-Behandlung durchgefiihrt. Daflir wurde an der
HUB eine entsprechende Apparatur mit Vorkammer konzipiert. Die Konstruktion der Kammer beinhal-
tet eine Dosiereinrichtung welche es erlaubt die PMA-L6sung unter Aufrechterhaltung des Kammer-
druckes zu applizieren. Die zur Kopplungsreaktion nétige Belichtung erfolgt durch eine leistungsfahige
470 nm Lichtquelle, wobei der Lichtstrom lber eine entsprechende Lichtleitertechnik in die Probekam-
mer eingekoppelt wird. In der nachfolgenden DNA-Extraktion und PCR werden dann lediglich DNA-
12



Molekile von lebenden Zellen amplifiziert, und anschlieBend mittels Oxford Nanopore Technologie
sequenziert. Die Entwicklung und Fertigung dieser Vorkammer zur Farbung der Probe war Aufgabe der
HUB in enger Abstimmung mit der UDE. Daruber hinaus entstand der Wunsch eine Anordnung zu ent-
wickeln, welche die druckhaltende Probenahme aus Wassertiefen bis 350 m und die Anfarbung ohne
Druckverlust ermoglicht. Das Konzept, welches aus den Arbeiten resultierte, ein Wasserprobenheber
mit druckhaltender Reaktionskammer, ist in Abbildung 9 dargestellt. Das Funktionsprinzip ist folgend
erlautert.

Um eine Wasserprobe zu gewinnen wird die Anordnung entsprechend vorbereitet (Abbildung 9,
Mitte). Dazu wird der am Ort der Probenahme zu erwartende Uberdruck im Gasraum (5) voreingestellt.
Dabei kommen je nach Anwendungsfall Kohlenstoffdioxid oder andere Inertgase zum Einsatz. Nach
erfolgreichem Druckaufbau wird das Nadelventil (2) verschlossen. Der Reaktionsraum (14) befindet
sich in der ge6ffneten Stellung zur Befillung. Die bendtigte Menge des Farbemittels wird in ein ent-
sprechendes Reservoir im Verschlussstopfen (15) dosiert und dieser anschlieRend am Kikenhahn (8)
verschraubt. Das Farbemittel ist in dieser Position sicher eingeschlossen und wird durch den Dichtring
(12) vom Reaktionsraum und dem Gasraum getrennt.

Abbildung 9: Funktionsprinzip des Wasserprobenhebers mit druckhaltender Reaktionskammer. Betriebsmodus
nach Probenahme und wahrend der Farbereaktion (links), Vorbereitung des Wasserprobenhebers vor Proben-
ahme (Mitte) und Einstromen der Probe bei in gewiinschter Wassertiefe (rechts). Fur Erlauterungen zum Prin-
zip und Nummerierung siehe Text.

Zur Probenahme wird die Apparatur mit Hilfe des Biigels (1) an einem Tragseil befestigt und auf die
entsprechende Wassertiefe abgelassen (Abbildung 9, rechts). Bei Erreichen der gewiinschten Wasser-
tiefe sind der voreingestellte Druck im Gasraum (5) und der Umgebungsdruck gleich. Wird der Proben-
heber etwas tiefer abgelassen, beginnt das umgebende Wasser durch das Riickschlagventil (13) einzu-
stromen und der Reaktionsraum (14) wird gefillt. Wird der Probenheber versehentlich zu tief abge-
senkt, stromt mehr Wasservolumen ein, als fiir die Probenmenge bendétigt wird. Dieses (iberschiissige
Volumen steigt durch das Kapillarrohr (6) auf und lauft in den Gasraum (5) Gber. Damit ist es vom
Probenvolumen (14) getrennt und beeinflusst die spatere Farbereaktion nicht. Entgegen der nicht
maRstablichen Darstellungen ist der Durchmesser und damit das Innenvolumen des Kapillarrohres (6)
sehr viel keiner als der Durchmesser der Reaktionskammer. Nach dem Einstrémen des entsprechenden
Probevolumens, wird der Probeneber wieder hinaufgezogen. Das Riickschlagventil (13) verschlieRt die
Apparatur wieder vollstandig.
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Nach der Probenahme wird der Reaktionsraum (14) um 90° gedreht, und damit das Probenvolumen
(14) von der Restwassermenge im Riickschlagventil vollstandig getrennt (Abbildung 9, links). Gleichzei-
tig wird das Probenvolumen mit dem Farbemittel in Kontakt gebracht. Zur guten Durchmischung wird
der Probenheber vorsichtig geschiittelt, dabei kann eine zuvor eingebrachte Schiittelhilfe (11) zum
Einsatz kommen. Eine Variante mit aktiv angetriebenem Magnetrihrer ist fiir Folgemodelle der Appa-
ratur vorgesehen. Im Anschluss erfolgt die Kopplung des Farbstoffes durch bestrahlen der Probe mit
einem relativ hohen Lichtstrom der Wellenlange 470 nm. Dies geschieht von auflen durch das Glas-
fenster (10). Wahrend des gesamten Anfarbevorgangs wird die Probe unter dem Systemdruck gehal-
ten. Dies wird unter anderem durch einen kleinen Uberstrémkanal (9) gewihrleistet, welcher den Gas-
raum immer mit der Probe verbindet. Nach erfolgreicher Farbkopplung, wird zuerst der Druck tGber
das Nadelventil abgelassen und dann der Verschlussstopfen (15) entfernt. Die Probe kann dann aus
dem Reaktionsraum pipettiert werden.

Bei einer gemeinsamen Probenahme im November 2021 wurden am Geysir Andernach Wasserproben
entnommen und die Rahmenbedingungen fiir eine Probenahme aus der Wassersaule untersucht.

Die Apparatur wurde schlieRlich als Wasserprobenheber mit druckhaltender Reaktionskammer im 4.
Quartal 2021 entwickelt und im Friihjahr 2022 als Prototyp gefertigt. Damit wurde auch bereits das
Funktionsprinzip der zu entwickelnden Farbekammer validiert.

Folgend wurde mit der Planung von Arbeiten zur Erprobung dieses Wasserprobenhebers mit druckhal-
tender Reaktionskammer begonnen. Um die Durchfiihrung von Untersuchungen bei Testbedingungen
zu ermoglichen wurde eine Druckkammer bendtigt. Diese wurde, bestehend aus einem Edelstahlrohr
(DN80) mit Flanschverschluss (PN40) von der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nirnberg
(FAU), gefertigt und der HUB zur Verfligung gestellt (Abbildung 10).

Abbildung 10: Wasserprobenheber mit druckhaltender Reaktionskammer (links) und Wasserprobenheber in
Druckgefal (rechts).

Die Druckkammer fir die Funktionspriifung des Wasserprobenhebers wurde so aufgebaut, dass der
entwickelte Wasserprobenheber sowie Sensoren fiir eine Begleitanalytik darin untergebracht werden
kénnen. In Versuchen zur Prifung der Funktion des Wasserprobenhebers wird die Druckkammer mit
Wasser gefiillt und anschliefend mit gasformigen Kohlenstoffdioxid auf einen Druck von bis zu 35 bar
gebracht. So sollte untersucht werden, ob der Wasserprobenheber fiir die Umgebungsbedingungen
geeignet ist, welche am ersten geplanten Einsatzort, dem Geysir Andernach herrschen. Kann in Versu-
chen im Technikum bestétigt werden, dass eine druckhaltende Probenahme, bei Erreichen eines Soll-
drucks und hohen Kohlenstoffdioxid-Partialdriicken moglich ist, soll der Einsatz am Geysir Andernach
geplant werden. Nach Abschluss dieser Technikumsversuche waren zudem weitere Studien des Was-
serprobenhebers an der HUB geplant. Bei diesen sollten neben der weiteren technischen Beurteilung
schlieBlich auch Mikroorganismen eingesetzt werden. So sollte untersucht werden inwieweit sich eine
Anderung des Drucks nach Probenahme auf die Modellorganismen auswirkt bzw. wie vorteilhaft eine
Erhaltung des Drucks im Zeitraum zwischen Probenahme und anschlieBender Kultivierung ist. Der Auf-
bau des Drucks in der Druckkammer sollte durch Anschluss einer Kohlenstoffdioxidgasflasche an die
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Druckkammer erfolgen. Die Druckkammer wurde zusammen mit der CO,-Gasflasche in ein Geriist aus
Aluminiumsystemprofilen integriert (Abbildung 11).

Abbildung 11: Priifanordnung zum Testen des Wasserprobenhebers mit druckhaltender Reaktionskammer. Ger-
enderte 3D-Darstellung des Konzepts (links) und konstruierter Aufbau mit Druckkammer und CO»-Flasche
(rechts).

Die Konstruktion der Priifanordnung wurde Mitte 2024 abgeschlossen. Technikumsversuche wurden
geplant, konnten allerdings durch eine SchlieRung bzw. Aufgabe des Standorts der Werkstatt der HUB
in der zweiten Jahreshélfte 2024 nicht mehr durchgefiihrt werden.

Als weiterer Beitrag zu Arbeitspaket 2 wurde eine Sonde entwickelt, die begleitend beim Einsatz des
Wasserprobenhebers, die Parameter Druck und pH aufnehmen soll. So kann bei Beprobung der tat-
sachlich herrschende Druck und durch die pH-Aufzeichnung ein weiterer Umweltparameter aufgenom-
men werden. Die Dokumentation dieser Bedingungen kann hilfreich fur die Beurteilung der Isolierung
von Zielorganismen sowie bei der Auslegung von folgenden Kultivierungen sein. Mit der Entwicklung
der Messsonde wurde im Juli 2022 begonnen. Im November 2022 konnte im Rahmen des Projekttref-
fens beim DLR in K&lIn schlieBlich ein Prototyp prasentiert werden. Dieser ist in Abbildung 12 dargestellt
und besteht im Wesentlichen aus einem entsprechend programmierten Mikrocontroller (ESP32-
WROOM-32-D, Espressif, Shanghai, China), welcher eine fiir sehr hohe Driicke ausgelegte pH-Elektrode
(Polilyte Plus XP H Arc 120, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) sowie einen Drucksensor (Bar30, Blue Robo-
tics, Torrance, USA) ansteuert. Fir die Speicherung der durch die Sonde aufgezeichneten Daten ist ein
Micro-SD-Kartenmodul integriert. Die Ausgabe der Daten nach Analyse ist zusatzlich per WLAN mog-
lich. Die Sonde kann Uber Tastschalter und ein 1,3 Zoll-OLED-Display bedient werden. Die Stromver-
sorgung erfolgt Gber einen mittels Lademodul verbundenen 3,7 V Li-lon-Akku und fiir die Betriebs-
spannungen angepassten Spannungswandlern. Das Gehduse ist im Wesentlichen aus 3D-gedruckten
Teilen aus Polylactid (PLA) gefertigt, sollte allerdings fiir den Einsatzzweck noch durch ein wasserdich-
tes und druckhaltendes Gehaduse aus Edelstahl erganzt werden. Dafiir sollte ein 2-Zoll-Rohr dienen,
welches durch Vorrichtungen aus Edelstahl erganzt wird, die dem Schutz der verbundenen Sensoren
vor Beschadigung bei der Probenahme dienen. Wie im Falle des Wasserprobenhebers, sollte die Funk-
tion der Messsonde zunachst in Technikumsversuchen gepriift werden, um anschlieRend am Geysir in
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Andernach zum Einsatz zu kommen. Diese Versuche konnten allerdings aufgrund der erwahnten Werk-
stattschlieBung nicht mehr abschliefend durchgefiihrt werden.

Abbildung 12: Prototyp einer Sonde zur Messung des pH-Werts und des Drucks bei Wasserprobenahme. Foto
der Sonde ohne angeschlossene Sensoren mit sichtbarem OLED-Display (1), USB-C-Ladeanschluss (2) und vier
Tastschaltern (3) in Gehause aus rotem PLA (links) Gerenderte Darstellung eines gedffneten Teilaufbaus der

Sonde mit Mikrokontroller-Modul (1), Lademodul (2), pH-Elektrodenkopf mit VP8-Stecker (3) und Li-lon-Akku (4)
(rechts).

Als weitere Entwicklung des Arbeitspakets 2 wurde ein Gerat gefertigt, welches ebenso wie die druck-
haltende Reaktionskammer des Wasserprobenhebers dem PMA-Crosslinking dient. Dieses wurde fiir
den Einsatz beim Projektpartner UDE konstruiert und ist in Abbildung 13 dargestellt. Diese Apparatur
ermoglicht es mit PMA gefarbte Proben in MikroreaktionsgefaBen zu belichten, was zum Crosslinking
flhrt und die Durchfiihrung von sogenannten v-PCRs (viability PCRs) ermdoglicht. Das Gerat wurde im
Rahmen des Projekttreffens an der UDE in Essen (27.02. — 01.03.2023) prasentiert und dort dem Pro-
jektpartner tibergeben.
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Abbildung 13: PMA-Crosslinker zur Belichtung von Proben in Mikroreaktionsgefaen.

2.3. Arbeitspaket 4: Reaktor on the road: Anwendung des innovativen Kultivierungs-
konzepts

Die Umsetzung der Mobilitdt des Multikulti-Reaktors stand im Zentrum des Arbeitspakets 4. Nach er-
folgter Konstruktion des Bioreaktorsystems sollten FAU und HUB zusammen mit dem Projektpartner
am jeweiligen Einsatzort ein Einsatzkonzept erarbeiten. Dieses sollte die Sicherheit und Logistik bei
Vorbereitung und Betrieb des Reaktors gewahrleisten. Zudem sollten FAU und HUB fiir jeden Einsatz-
ort, angepasst an die jeweiligen Kultivierungsanforderungen, Betriebsbedingungen und gewahlten Ha-
bitate das System hinsichtlich der Technik und Steuerung konfigurieren.
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Da das Reaktorsystem durch Verzogerungen wahrend des Vorhabens erst im Oktober 2024 fertigge-
stellt wurde, konnte das Arbeitspaket nur noch fiir zwei Projektpartner, das TZW und die UDE umge-
setzt werden. So wurde das System zuerst fiir Kultivierungsexperimente, welche durch das TZW am
Standort der FAU durchgefiihrt wurden, vorbereitet und angepasst. Diese Experimente erfolgten im
Oktober 2024. AnschlieBend wurde das Reaktorsystem fiir den Einsatz beim Projektpartner UDE vor-
bereitet und angepasst. Dies fand bei gemeinsamen Arbeiten von Wissenschaftlern der FAU und der
HUB zunéachst in Niirnberg (28. —31.10.2024) statt. Anschlieffend wurde das Reaktorsystem nach Essen
transportiert. Dort wurden die letzten Anpassungen des Bioreaktorsystems in der Projektlaufzeit (18.
—22.11.2024) durch angereiste Wissenschaftler der HUB und FAU vorgenommen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Der MultiKulti-Reaktor bei vorbereitenden Arbeiten am Standort der UDE in Essen.
Bioreaktorsystem im Container (links) und bei Entnahme mittels Gabelstapler (Mitte). Anschluss von Gasen und

Druckprifung an das Bioreaktorsystem, neben Zelt fir temporare Arbeiten (rechts).
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Ein Weitertransport des Reaktors mit Probenahme am Geysir in Andernach war geplant, konnte aller-
dings aufgrund von Problemen beim Transport des Reaktorsystems nicht mehr umgesetzt werden.

2.4. Arbeitspaket 5: Koordination und Offentlichkeitsarbeit

Im Rahmen von Arbeitspaket 5 wurde im September 2021 vom Projektpartner Universitat Oldenburg
(ICBM) ein Kick-off Meeting mit allen Teilnehmern organisiert und erfolgreich durchgefiihrt. Neben
organisatorischen und wissenschaftlichen Programmpunkten wurden die neuen Mitarbeiter des Pro-
jekts vorgestellt und Gber die grundlegende Idee und wissenschaftlichen Inhalte des Gesamtprojekts
informiert. Ferner wurden monatliche Projekttreffen (Cultivation now) online durchgefiihrt und auch
die Doktoranden vernetzen sich in regelmaRigen Treffen untereinander (Cultivation juniors). Die ge-
plante Vortragsreihe (Cultivation seniors) konnte aufgrund der Corona-Situation nicht wie geplant
durchgefiihrt werden und begann erst im Mai 2022. Das Format diente dem Austausch mit externen
Kolleg:innen, die nachweisliche Expertise im Bereich Kultivierung besitzen. Zum Austausch und zur Pra-
sentation des Projekts, wurde die Homepage www.multikultivierung.de tiberarbeitet und nun auch in
englischer Sprache angeboten. Um Uber das Projekt aktuell zu berichten (Digital cultivation) wurden
verschiedene Meldungen frei zuganglich auf Twitter und der Homepage veréffentlicht. Dies beinhaltet
auch die Ankiindigung der Cultivation seniors Vortragsreihe.

Die wissenschaftlichen Mitarbeiter der HUB beteiligten sich an den regelmaRig online stattfindenden
Projekttreffen sowie an den Webinaren der erfolgreich etablierten MultiKulti-Vortragsreihe. Des Wei-
teren fand eine Teilnahme der organisierten Projekttreffen beim DLR in K6In (14.—-16.11.2022) und an
der UDE in Essen (27.02. — 01.03.2023) durch die wissenschaftlichen Mitarbeiter der HUB statt. Dabei
prasentierten diese den Fortschritt des Teilprojekts der HUB, brachten die erzielten Ergebnisse in den
Gesamtfortschritt des Projekts ein und wirkten an der Koordination sowie der weiteren Planung des
Vorhabens mit. Ein durch die HUB organisiertes Projekttreffen in Berlin fand im November 2023 (06. —
07.11.2023) statt. Auch am folgenden Projekttreffen bei der FAU in Niirnberg (05.—07.02.2024), einem
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Workshop beim ICBM in Oldenburg (11. —14.06.2024) und dem Abschlussmeeting bei der UDE in Essen
(21.05.2025) nahm die HUB teil.

Ferner wurden Ergebnisse des Teilprojekts der HUB im Rahmen der Offentlichkeitsarbeit prasentiert.
So wurde Uber die an der HUB gefertigte Apparaturen, wie die verschiedenen entwickelten Bioreakto-
ren berichtet. Dies erfolgte zum einen durch Beitrage auf der MultiKulti-Website und zum anderen
durch den Posterbeitrag ,,Development of bioreactors for the cultivation of extreme halophiles” bei
der Konferenz ,BigBang...Microbes! Workshop on Cultivation of the Uncultivationables!” am DLR in
K6In (28. —29. September 2023).

In ihren Funktionen als Lehrbeauftragte vermittelten die Wissenschaftler der HUB die Inhalte des For-
schungsprojekts MultiKulti zudem einem weiteren Publikum. Das Vorhaben wurde Uber die gesamte
Projektlaufzeit an Berliner Hochschulen eingebracht. Themen von Multikulti flossen beispielsweise in
das Vorlesungsmodul Fermentations- und Aufarbeitungstechnik Il des Bachelorstudiengangs Biotech-
nologie an der Berliner Hochschule fiir Technik (BHT) vom Sommersemester 2022 bis zum Winterse-
mester 2023/2024 ein. AnschlieRend wurden Inhalte von Multikulti in den Sommersemestern 2024
und 2025 im Vorlesungsmodul Bioverfahrenstechnik im Studiengang Green Engineering an der BHT
den Studierenden prasentiert und Parallelen zwischen den Inhalten des Moduls und jener des For-
schungsprojekts MultiKulti hergestellt. Weiterhin wurde auf die regelmaRig online stattfindenden Mul-
tikulti-Vortrage hingewiesen, welche folgend auch durch Teilnehmende des Vorlesungsmoduls be-
sucht wurden.
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