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Bio-Power mit Hefe und
Methylenblaulenblau

Entwicklung einer biochemischen

Redox-Flow Batterie

1. Einleitung

1.1 Problemstellung

Um den Klimawandel hinauszuzogern,
werden weltweit die erneuerbaren Ener-
gien ausgebaut. Zunehmend ersetzen
Wind und Sonne die bisherigen Ener-
gietriger Kohle, Ol und Gas, und Haus-
halte und Verkehr werden auf Strom als
Energietrager umgestellt. Die grofite
Schwierigkeit dieser Umstellung ist die
wechselnde Verfiigbarkeit der regenera-
tiven Energien.

Eine einfache Losung wire es, den
Strom zu speichern, wenn er anfillt.
Leider ist diese Losung komplizierter
als es zunichst scheint. Pumpspeicher-
werke benoétigen ein Gefille, viel Was-
ser, haben eine limitierte Kapazitit und
zerstoren ganze Taler. Geothermie ist
nicht tberall verfiigbar und kann zu
schweren Folgen wie Hebungen oder
Absenkungen des Bodens fithren, wenn
Wasser in bestimmte Gesteinsschich-
ten eindringt. Batteriespeicher sind teu-
er, benutzen hiufig seltene Metalle, sind
giftig oder brennbar und lassen sich

nicht beliebig skalieren. Viele Batterien
entladen sich mit der Zeit selbststandig,
ohne dass Strom verbraucht wurde.

Allen Alternativen gemeinsam ist also,
dass sie nicht, wie die fossilen Brenn-
stoffe, immer und dberall Strom und
Wirme liefern konne. Ferner ist zu be-
achten, dass bei jeder Energieumwand-
lung Energie verloren geht und so der
Wirkungsgrad abnimmt. Der offen-
sichtlichste und vermutlich auch be-
quemste Energiespeicher fiir Strom ist
eine Batterie (Primirspeicher) oder ein
Akkumulator (Akku, Sekundirspei-
cher). Der einfachste Akku besteht aus
Blei/Schwefelsdure. Er ist billig herzu-
stellen, hat aber leider nur wenige Lade-
zyklen und eine geringe Energiedichte.
Besser geeignet sind Nickel/Metallhy-
dridspeicher und Lithiumionenspei-
cher. Diese sind derzeitig die am hiu-
figsten verwendeten Sekundérspeicher
[1], da sie eine hohe Energiedichte und
viele Ladezyklen haben. Sie sind jedoch
vergleichsweise teuer und haben eine
hohe Brandlast. Zudem ist das verwen-
dete Lithijum eine knappe Ressource.

1.2 Die Redox-Flow Batterie

Eine kostengiinstigere, gut skalierba-
re und auch in sehr groflem Maf3stab
praktikable Alternative mit vielen La-
dezyklen stellen Redox-Flow Batterien
dar. Sie sind seit langem Gegenstand in-
tensiver Forschung [2], da es viele un-
terschiedliche Varianten gibt. Die am
haufigsten eingesetzte Redox-Flow Bat-
terie ist die Vanadium Redox-Flow Bat-
terie, welche im professionellen Be-
reich eingesetzt wird und ein enormes
wirtschaftliches Potential fiir Anwen-
dungen als Stromspeicher hat. Solche
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Abb. 1: Redox-Reaktion von Methylenblau.
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Abb. 2: Oxidation von Glucose zu Gluconat.

Systeme werden seit kurzem auch kom-
merziell angeboten [2].

Bei einer Redox-Flow Batterie befin-
den sich die beiden Elektrolyte, der re-
duzierte Elektrolyt (Reduktionsmittel)
und der oxidierte Elektrolyt (Oxidati-
onsmittel), in groflen Vorratstanks. Da-
raus leitet sich auch der Name Redox ab,
also ,Red“ fiir reduziert (gibt Elektro-
nen e ab) und ,,Ox“ fiir oxidiert (nimmt
Elektronen e auf). In zwei Halbzellen,
die mit einer Membran zwischen beiden
Kammern getrennt sind, erfolgt dann
der Ladungsaustausch an den Elektro-
den sowie der Ionenaustausch zwischen
den Kammern. Da die Energie che-
misch gespeichert ist, bestimmt allein
die Grofle des Vorratstanks die Ener-
giemenge der Batterie, nicht die Gré-
Be der Zelle. Der Fluss der Elektrolyte
durch die jeweiligen Zellen, die Anzahl
der in Reihe geschalteten Zellen, sowie
die Art der Elektroden bestimmen die
Leistung. Die Leistung kann bei gro-
Ben Systemen bis zu einigen Megawatt
(MW) betragen. Die Energiedichte der
Elektrolytlosung ist geringer als bei her-
kommlichen Akkus, jedoch findet auch
bei langen Standzeiten praktisch keine
Entladung statt [3]. AufSerdem sind sol-
che Losungen nicht brennbar und da-
mit sehr sicher in ihrer Handhabung [4].

Die bislang verwendeten Redox-Flow
Batterien basieren zumeist auf anorga-
nischen Vanadium-Salzen oder ande-
ren Salzen [5], von denen viele giftig
sind. Wir haben uns gefragt, ob es nicht
moglich ist, eine nicht toxische Form ei-
ner solchen Redox-Flow Batterie herzu-
stellen.

1.3 Losungsansatz

Aus einem BlueBottle Schulversuch
kannten wir das RedOx Potential von
Methylenblau. Hefegarung liefert Ener-
gie aus Zucker. Die Kombination dieser
beiden Prozesse sollte also Energie lie-
fern, die sich dann als chemische Ener-
gie speichern ldsst und dann mit einer
Redox-Flow Zelle in Strom umwandeln
lasst. Der grofle Vorteil einer solchen
Batterie wire, dass sie einerseits nicht
giftig ist und sich zudem der Ladezu-
stand direkt an der Farbe der Vorrats-
l6sung erkennen liefle. Im entladenen
Zustand wire die Losung blau, im ge-
ladenen Zustand farblos. Die chemische
Speicherung der Energie erfolgt durch
Reduktion eines Elektrolyten.

In der Praxis wird das System zunichst
geladen, indem Energie zugefithrt und
gespeichert wird. Dazu wird Methy-
lenblau mit Energie aus dem Hefegi-
rungsprozess reduziert, und die Energie
damit chemisch gespeichert. Die nega-

tive Elektrode der Donatorhalbzelle mit
dem reduzierten Anolyt wird als Anode
und die positive Elektrode der Akzep-
torhalbzelle mit dem oxidierten Katho-
lyt als Kathode bezeichnet. Elektronen
flieBen dann vom reduzierten Elektro-
lyten (Anode) zum oxidierten Elektro-
lyten (Kathode). Wenn man den bio-
chemischen Prozess der Hefevergarung
direkt in der elektrochemischen Zelle
ablaufen lasst, konnte man dies als eine
biochemische Brennstoffzelle oder Bio-
brennstoffzelle [6] auffassen. Hier wird
meistens eine redoxaktive Verbindung
als Elektroneniibertédger eingesetzt. Das
Ziel dieser Arbeit aber ist zu zeigen,
dass sich der biochemische Prozess vom
Redox-Prozess in der Zelle entkoppeln
lasst.

2. Theorie
2.1 Direkte Reduktion
von Methylenblau

Die direkte Reduktion von Methylen-
blau erfolgt beim Blue Bottle Versuch
mittels Glucose und Natronlauge als
starker Base. Methylenblau wird redu-
ziert und oxidiert anschlieflend durch
Luftsauerstoff wieder. Man beobachtet
einen Farbwechsel von blau (oxidiert)
zu farblos (reduziert), der sich mehrfach
wiederholen lasst (Abb. 1). Methylen-
blau nimmt dabei zwei Elektronen auf
und wird zur farblosen Leuko-Form re-
duziert. Der Vorgang ist in Abb. 1 dar-
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Abb. 3: Saccharose ist ein nicht reduzierender Zucker.
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2 [Fe™(CN) ] + 2e”

Formel (1)

gestellt. Man erkennt sofort, dass die
Verbindung farblos wird, da die Dop-
pelbindungen durch die Reduktion im
mittleren Ring unterbrochen werden.

Zur Reduktion wird Glucose verwen-
det. Glucose wird dabei zu Gluconat
oxidiert. Bei der Oxidation werden zwei
Elektronen von der Glucose auf Methy-
lenblau iibertragen (Abb. 2).

Interessant ist, dass dieser Versuch nur
mit Glucose (Traubenzucker) funktio-
niert, nicht aber mit normalem Haus-
haltszucker, der Saccharose.

2.2 Reduktion von Methylen-
blau mit Saccharose in Ge-
genwart von Hefe

Versuche mit Saccharose und Methy-
lenblau zeigen, dass Methylenblau hier
nicht reduziert wird. Gibt man aber
Hefe (saccharomyces cerevisiae) dazu,
dann wird Methylenblau reduziert.

Ursache der fehlenden Reduktionsfa-
higkeit der Saccharose liegt in der a,f-
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Abb. 4: Der anaerobe (unter Luftausschluss) Vergarungszyklus ausgehend von Saccharose.
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1,2-glycosidischen Bindung zwischen
der a-D-Glucose und B-D-Fructose [7].
Da diese nicht gespalten werden kann,
kann sich die darin gebundene Gluco-
se nicht 6ffnen und somit nicht oxidiert
werden. Hefe spaltet die glycosidische
Bindung und die Reduktion kann statt-
finden.

Ein Vorteil dieses Methylenblau/Hefe
Systems ist, dass die Energie durch Re-
duktion von Methylenblau zu Leuko-
methylenblau, katalysiert durch Hefe,
gespeichert wird und bei Bedarf in der
elektrochemischen Zelle in elektrische
Energie umwandelt werden kann. So-
mit entsteht nicht nur eine Redox-Flow
Batterie, sondern ein Bioreaktor, der
elektrische Energie produziert und als
chemische Energie speichert.

Zum besseren Verstindnis, was hier
passiert, haben wir die Vergirung
von Saccharose mit Hefe betrachtet
(Abb. 4). Dieser komplexe Prozess ist
sehr gut untersucht [8]. Saccharose wird
in einem ersten Schritt in Glucose und
Fructose gespalten. Interessant ist, dass

OH
«

Alkohol

Hefegarung

oH 4NAD® 4NADH OH ADP ATP

Glycerin-3-phosphat-

dehydrogenase kinase

1,3-Bisphospho-
glycerat
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Hefe laut Literatur zunéchst die Glu-
cose abbaut, erst dann erfolgt der Ab-
bau der Fructose. Zunéchst wird hierbei
Energie fiir die Phosphorylierung die-
ser Zucker verbraucht, bevor durch den
Abbau (Spaltung von Fructose in Dihy-
droxyaceton) und damit verbunden die
Reduktion von NAD* Energie gewon-
nen wird. Somit entstehen vier Mole-
kiile eines reduzierten Cofaktors, dem
NADH. Die oxidierte Form des NADH,
das NAD* kann, wie hier gezeigt, redu-
ziert werden. Betrachtet man die Verga-
rung durch Hefe, so erkennt man, dass
die Hefe sogar dem Blue-Bottle Versuch
tiberlegen ist, denn es wird doppelt so
viel Energie aus einem Molekiil Glucose
oder Fructose gewonnen.

Der Einsatz von Methylenblau als Elek-
tronenakzeptor und Wasserstoffakzep-
tor (sieche Abb. 5) im Vergirungszyklus
der Hefe hat mehrere Vorteile:

= Der Elektronentransfer vom Coen-
zym NADH auf Methylenblau ist
irreversibel.

= Reduziertes Methylenblau kann
von der Hefe im Vergiarungszyklus
nicht genutzt werden.

= Methylenblau kann als Speicherme-
dium von Energie genutzt werden.

= Methylenblau und Leukomethylen-
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blau sind aufgrund des Farbwech-
sels gleichzeitig Indikatoren fiir den
Zustand des Elektronenakzeptors.

= Das System wird flexibler fiir ande-
re Zuckerarten (ggf. muss man hier
eine andere Hefe verwenden). Es
konnen Abfallprodukte aus Wirt-
schaftskreisldufen eingesetzt wer-
den.

= Am Ende des Prozesses lassen sich
eventuell auch noch die bei der
(veranderten) Gérung entstehen-
den Produkte verwenden.

2.3 Die Redox-Flow Zelle

In Vorversuchen mit einem U-Rohr
wurden verschiedene Kathodenelektro-
lyte und Elektrodenmaterialien (Silber,
Kupfer) ausprobiert. Schliefllich wur-
den Eisensalze als Kathodenelektrolyte
und Grafit als Elektrodenmaterial aus-
gewihlt.

Nachdem wir festgestellt haben, dass
sich die Hefe auf den Elektroden fest-
setzt und mit dem Elektrodenmaterial
reagiert, wurde nach einer Losung ge-
sucht, um dieses Problem zu beseitigen.
Dabei kam die Idee auf, die Hefe in Al-
ginat zu immobilisieren. Dadurch wird
der biochemische Prozess von der Elek-
trodenreaktion in der Zelle getrennt.

Eisensalze konnen zweiwertig (Fe®")
oder dreiwertig (Fe’*) vorliegen. Fe’*

-Ionen konnen Elektronen aufnehmen
und sind damit eine ideale Verbindung

NADH

NAD*

Abb. 5: Elektronentransfer vom Coenzym NADH auf Methylenblau.
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fir die Anode. Zudem konnen Fe?*-Sal-
ze relativ leicht mit Luftsauerstoff O,
wieder oxidiert werden. Wir haben ei-
nen Fe**-Komplex ausgewdhlt, da sich
dieser an den Elektroden nicht festsetzt:
Dasrote Blutlaugensalz (K, [Fe*"(CN),])
wird dabei zu gelbem Blutlaugensalz
(K,[Fe"™(CN),]) reduziert.

Die folgende Reaktion findet an der Ka-
thode statt: Formel (1)

3. Materialien und Methoden
3.1 Chemikalien

Die Chemikalien und Bauteile wurden
von folgenden Firmen bezogen:

= Alginat, D-Saccharose, D-Fructose,
Methylenblau, NaOH, Ascorbin-
sdure und Schlifffett von Sigma-Al-
drich Merck,

= D-Glucose von dm,

= Hefe (saccharomyces cerevisiae)
von Instaferm (Lallemand),

= Calciumchlorid von adds4foods,

= rotes Blutlaugensalz von

laborladen.de,

= Grafitfilz und Grafitplatten fiir die
Elektroden von SOFIALXC,

Nafion-117™ (DuPont) Ionenaus-
tauschmembran von Frontis Ener-

gy Shop

Plexiglasplatten von Evonik,

= Aluminiumplatten, Sechskant-
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schrauben von Bauhaus,

= LabJack U6 Messkarte und Soft-
ware von LabJack (Meilhaus),

= Pumpen, Gehduseboxen, Netzteile
von Conrad,

= Glasflaschen, Schlduche, 3-Wege-
Ventil von neoLab (Amazon),

= Messrohr von Glaswarenfabrik Karl
Hecht (Assistent).

Des Weiteren wurde MS Word, Power-
point und Excel zur Datenauswertung
und -aufbereitung verwendet.

3.2 GC-MS Messungen

GC-MS Messungen wurden an der
LMU Miinchen mittels eines Thermo
Trace Gaschromatographen (GC) - Po-
larisQ Massenspektrometer (MS), mit
einer 20m HP5-MS Kapillare, ID 250
um aufgenommen.

3.3 Hefe und
Hefeimmobilisierung

Fiir die Hefeperlen wurde 1 g Alginat in
40 g Wasser gelost. Diese Losung wur-
de als Vorratslosung hergestellt. Fir
jeden Versuch wurden 12,5 g Calci-
umchlorid (CaCl)) in 250 ml Leitungs-
wasser gelost und in einem grofien Be-
cherglas geriihrt. 5 g Hefe wurden in 10
ml Wasser aufgelost und mit 41,0 g (er-
gibt Hefeperlen mit etwa 51,0 ml Volu-
men) bzw. 20,5 g (ergibt Hefeperlen mit
etwa 30,5 ml Volumen) Alginat-Losung
vermischt. Diese Mischung wurde in ei-
ner Spritze aufgezogen. Dann wurde die
Hefelosung langsam mit der Spritze in
die Calciumchlorid-Losung getropft. Es
entstanden sofort stabile Perlen. Die-
se wurden abfiltriert und griindlich
mit Wasser gewaschen. Die Hefeperlen
wurden unmittelbar vor jeder Messung
frisch hergestellt.

Das Volumen der Hefeperlen wur-
de mit Hilfe eines Messzylinders be-
stimmt: Die Hefeperlen wurden dazu in
den Messzylinder gegeben, dieser dann
auf eine Waage gestellt und mit Was-
ser auf 50 ml aufgefiillt. Das Gewicht
des hinzugefiigten Wassers betrug
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Abb. 6: Herstellung der Hefeperlen: In Wasser aufgeloste Hefe mit Alginat wird in eine 5%ige
Calciumchlorid-Losung getropft (a) und geriihrt. Die Perlen (b) werden mit Wasser gewaschen (c)
und dann in des Vorratsgefafd gefiillt (d).

19,36 + 0,3 g, das Volumen der Hefeper-
len entspricht 30,64 + 0,3 ml.

3.4 Herstellung der Methylen-
blau Zuckermischung

Es wurde eine Methylenblau-Lésung
mit einer Konzentration ¢ = 0,1 mol/l
= 100 mmol/I als Vorrat hergestellt: Die
molare Masse M(Methylenblau) betragt
319,8 g/mol. Um ein Liter der Lésung
herzustellen werden also benétigt:

m=M-c-V =23198¢g

Als Zucker-Quellen wurden D-Saccha-
rose, D-Glucose und D-Fructose ver-
wendet.
zentrationen wurden jeweils vor der
Messung abgewogen und zur Methylen-
blaulésung gegeben.

Die unterschiedlichen Kon-

Die Methylenblau-Losung hatte zu-
sammen mit den Hefeperlen jeweils
ein Volumen von 100 ml. Bei Verwen-
dung von 41 ml Alginat-Lésung und
10 ml Hefelosung wurden 49 ml Me-
thylenblau-Lésung  zugegeben und
die Methylenblau-Konzentration auf

e

L

Abb. 7: Schematischer Aufbau der Messzelle.
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V = 100 ml berechnet. Beispiel: 10 ml
Vorratslosung Methylenblau + 39 ml
Wasser + Hefeperlen aus 41 g Alginat
und 10 ml Hefelosung =49 ml + 51 ml =
100 ml Messlosung mit einer Konzent-
ration von 10 mmol/l Methylenblau.

Berechnung der Zuckerkonzentrati-
on: Saccharose hat eine molare Mas-
se von 342,3 g/mol. 100 mmol/] auf 100
ml ergeben m = 3,42 g. Fructose und
Glucose haben eine molare Masse von
180,2 g/mol. 100 mmol/l auf 100 ml er-
geben m = 1,8 g. Alle anderen Konzent-
rationen wurden analog berechnet.

3.5 Aufbau der Messzelle

Die Messzelle sollte moglichst einfach,
robust, kompakt und skalierbar gestal-
tet werden. Als einfach bearbeitbares
Material bot sich Plexiglas an. In der
Literatur sind einige einfach gebaute
Messzellen beschrieben [9]. Eine mit ei-
nem separierten biochemischen Prozess
betriebene Redox-Zelle gibt es so aller-
dings noch nicht. Daher wurde eine ei-
gene, auf die speziellen Bediirfnisse zu-
geschnittene Zelle entworfen und diese
hergestellt

Die einzelnen Bestandteile wurden mit
Schlifffett eingestrichen, zusammenge-
setzt und mit den beiden Aluminium-
platten und vier Schrauben fixiert. Im
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Abb. 8: Bau der Messzelle: (a) von auf3en nach innen: Aluplatten, Plexiglas als Isolationsschicht, Grafit als
Elektrode, Plexiglas mit Ausschnitt als Messzelle, Plexiglas mit Ausschnitt zur Fixierung der Nafion-117 Membran.
(b) Nafion-117 Membran, (c) Schlifffett zur Abdichtung, (d) Grafitfilz zur Vergr6Rerung der Elektrodenoberflache,
(e) Fenster fiir die Membran, (f-j) Stapeln der Messzelle und pressen mit Hilfe von Schrauben und der

Aluplatten, (k) Prufung auf Kurzschluss.

J

Elektrodenraum befindet sich zur Ver-
groflerung der Elektrodenoberfliche
zusitzlich ein Grafitfilz (gefaltet, Flache
36 cm?, Gewicht 1,94 g) (siehe Abb. 8d).
Die Nafion-117 Ionenaustauschmem-
branflache ist quadratisch mit einer Sei-
tenldnge von 3,17 cm und entspricht da-
mit einer Flache von 10 cm?.

Das Volumen einer Messzelle betrigt:

1 cm x 4,5 cm x 8 cm + (Fenster des
Membranhalters) 0,5 cm x 3,17 cm x
3,17 cm - (Volumen des Grafitfilzes)
0,93 cm® = 36 cm® + 5 cm® - 0,93 cm?® =
40,07 cm?.

3.6 Messung

Die Messung der Elektrodenpotentia-
le E erfolgte mit einer LabJack U6 USB
Messkarte mit 18-bit Auflosung. Zu-
nichst wurden die Messungen mit ei-
nem single-ended Kanal durchgefiihrt.
Aufgrund des hohen Rauschens (Stan-
dardabweichung o = 11 mV) wurde die

differentielle Messung unter Nutzung
zweier Kanéle der Messkarte genutzt.
Dabei konnte das Rauschen minimiert
werden (o = 0,050 bis 0,257 mV). Die
Messungen erfolgten mit einer Rate
von 1 Hz. Alle Parameter wurden in
der Software eingestellt und die Daten
als CSV Datei abgespeichert (Zeit ¢ in
min, Elektrodenpotential E in mV). Bei
allen Messungen wurde auf der Katho-
denseite als Elektronenakzeptor eine
100 mmol/l rote Blutlaugensalz-Lo-
sung K,[Fe"™(CN),] (Standardpotential
E° = +360 mV) verwendet.

3.7 Auswertung der
Messergebnisse

Die Auswertung der Messergebnisse,
Berechnung der Standardabweichung o
und die Erstellung der Abbildungen er-
folgte mit MS Excel. Um die Werte zu
vergleichen, wurden die Spannungen
der Zelle nach 90 und 180 min heran-
gezogen. Die Steigung der Spannung
AE/At (im folgenden als Geschwindig-

doi: 10.7795/320.202407

keit bezeichnet) wurde durch lineare
Regression der Anfangswerte und der
Endwerte aus Langzeitmessungen iiber
24 h ermittelt.

3.8 Betrieb als Durchflusszelle

Die Messzelle, wie unter 3.5 beschrie-
ben, wurde an einem Stativ befestigt.
Zwei Pumpen fiir die Anoden- und Ka-
thodenfliissigkeit wurden in ein Gehau-
se eingebaut. Die 18-bit USB Messkarte
(LabJack U6,) befindet sich ebenfalls in
einem Gehduse. Die Daten wurden mit
einem Laptop aufgezeichnet. Zum An-
saugen, Spiilen und Wechseln der Ano-
den und Kathodenfliissigkeiten befin-
det sich ein Drei-Wegeventil mit Spritze
zwischen Pumpe und Messzellenzulauf.

3.9 Elektrodenmaterial

Bereits bei den Vorversuchen mit ver-
schiedenen Elektrodenmaterialien hat-
ten wir herausgefunden, dass Grafit
am besten geeignet zu sein scheint. Da-
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Abb. 9: Elektrodenpotential £ in Abhangigkeit der
Zeit zur Ermittlung des Elektrodenpotential £ nach

90 und 180 min, der Steigung der Spannung AE/At,
der Standardabweichung o und des maximalen

Elektrodenpotentials.

Abb. 10: Messaufbau fiir den Betrieb als
Durchflusszelle: (a) Messzelle, (b) LabJack-
Messbox, (c) Stativ, (d) Kathodenflissigkeit, (e)

Anodenfliissigkeit mit Hefeperlen, (f) Spritze mit
Ventil zum Ansaugen, (g) Messcomputer,
(h) Pumpe mit Steuerung.

her wurde bei der Messzelle, wie unter
3.5 beschrieben, eine Grafitplatte und
ein Grafitfilz mit hoher Oberfliche als
Elektrodenmaterial eingesetzt.

3.10 Messprotokoll

Es wurden systematische Messungen
durchgefithrt, um den Einfluss des Zu-
ckers, der Konzentration des Zuckers
und des Methylenblaus sowie der He-
fe-Konzentration in den Alginat-Perlen
auf das elektrochemische Potential der
Redox-Flow Zelle in Abhingigkeit der
Zeit zu untersuchen

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Messungen mit
immobilisierter Hefe

Durch die Immobilisierung der Hefe
konnte die Reduktion von Methylenblau
durch Hefe von der Kathodenreaktion
entkoppelt und eine Verunreinigung
der Grafitelektrode verhindert werden.
Zusitzlich ist es dadurch moglich, das
Methylenblau auf Vorrat zu reduzieren
und erst bei Bedarf in elektrische Ener-
gie umzuwandeln. Die Hefeperlen sind
zunichst beige (Abb. 11a), nehmen aber

mit der Zeit Methylenblau auf und far-
ben sich entsprechend blau.

Bei niedrigen Methylenblau-Konzen-
trationen (<10 mmol/lI) wurde die Me-
thylenblau-Losung nach ca. drei Stun-
den komplett entfirbt, es lag nur
noch die reduzierte Leuko-Form vor
(Abb. 11b+c). Die Hefeperlen entfarbten
sich ebenfalls. Das bei der Garung der
Hefe entstehende co,, welches eine ho-
here Dichte als die Umgebungsluft hat,
wirkte hierbei als Schutzgas, um die
Riickoxidation der Leuko-Form zu Me-
thylenblau zu verhindern. Wurden die

500
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220 | %

400

E/mV

380 -

360 -

320

© 90 min

3,0
© 180 min

2,0 4 [ ]

AE/At / mV/min

1,0 A

200 300 400 500

c(D-Saccharose) / mmol/l

a)

Abb. 12: a) Gemessene Spannung in Abhangigkeit der D-Saccharose Konzentration bei gleichbleibender
Methylenblau-Konzentration (50 mmol/l). b) Geschwindigkeit AE/At. Aufgrund der single-ended Messung sind
bei 100 und 400 mmol/l die Abweichungen groRer (c = 11 mV), bei den anderen Konzentrationen konnten

0,0

600 700 800 0 100

b)

200

die Messfehler durch die differentielle Spannungsmessung minimiert werden.

300 400 500 600 700 800

c(D-Saccharose) / mmol/l
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a) b)

Methylenblau.

Abb. 11: (a) Hefeperlen in einer Methylenblau-L6sung mit niedriger Konzentration (b-c) Methylenblau-Losung
entfarbt (Reduktion in die Leuko-Form) sich mit der Zeit (d-e) an der Luft oxidiert die Leuko-Form wieder zu

e)

Hefeperlen nach Beendigung des Ver-
suchs an Luft stehen gelassen, so farbten
sich die Perlen an der Oberfliche durch
Oxidation mit dem Luftsauerstoff wie-
der blau (Abb. 11d+e).

4.2 Einfluss der Saccharose-
Konzentration

Im Verlauf einer Messung steigt die ge-
messene Spannung kontinuierlich an,
da die Hefe die Saccharose spaltet und
durch Freisetzung von NADH das Me-
thylenblau reduziert wird. Dieser Pro-
zess wird durch die Kinetik der enzy-
matischen Spaltung sowie die Diffusion
von NADH aus der Hefezelle bestimmt.

Daher konnen die ermittelten Steigun-
gen des Elektrodenpotentials mit der
Kinetik des enzymatischen Prozesses
korreliert werden.

Im Gegensatz zu den Erwartungen ist
mit steigender D-Saccharose-Konzen-
tration eine Verminderung der Span-

~

© 90 min © 180 min

500 500
© 90 min © 180 min
480 A 480
.
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440 A 440 1, .
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> 420 1 > 420 A
[3 5
- = °
w400 A . w400 A ®
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Abb. 13: Spannung in Abhangigkeit der
Methylenblau-Konzentration bei einer 200 mmol/I
D-Saccharose Losung. a) Messung mit 5 g Hefe in 51
ml Alginat immobilisiert, b) Messung mit 5 g Hefe in
30,64 + 0,3 ml Alginat immobilisiert.

c) Geschwindigkeit AE/At fur unterschiedliche
Methylenblau-Konzentrationen

20 30 40 50
c(Methylenblau) / mmol/I
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Abb15: a) Spannung in Abhangigkeit der Methylenblau-Konzentration bei einer 200 mmol/l D-Fructose
Losung b) Geschwindigkeit AE/At fiir unterschiedliche Methylenblau-Konzentrationen.
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Abb. 16: Vergleich von D-Glucose, D-Fructose und D-Saccharose. a) Erzielte Spannung £ nach 90,

180 min und Langzeitmessung tber 24 h b) der Geschwindigkeit AE/At.

doi: 10.7795/320.202407



https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2024/07/JUWI-07-24-img-14.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2024/07/JUWI-07-24-img-15.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2024/07/JUWI-07-24-img-16.jpg

nung zu beobachten (Abb. 12a). Dies
legt nahe, dass bei hoheren Konzent-
rationen die Diffusion von NADH aus
der Hefezelle aufgrund des osmoti-
schen Drucks vermindert wird. Eine
Auswertung der Steigung der Messkur-
ven bestitigt dies. Die ermittelte An-
fangsgeschwindigkeit AE/At ist fiir ge-
ringere
(100 mmol/l) mehr als doppelt so grof3
wie bei 400 oder 700 mmol/l (Abb. 12b).

Saccharose-Konzentrationen

4.3 Einfluss der Methylenblau-
Konzentration

Auch mit steigender Methylenblau-
Konzentration sinkt die Spannung
E. Dieser Effekt ist aber nicht so stark
ausgeprdgt, wie bei D-Saccharose
(Abb. 13a). Die Vermutung liegt nahe,
dass auch hier die verlangsamte Diffusi-
on des Methylenblaus an die Hefezellen
bzw. der Austausch der Redoxéquiva-
lente (NADH und Methylenblau) an der
Zellmembran der Hefezelle eine wichti-
ge Rolle spielt. Um dies zu untersuchen,
wurde das Volumen der Alginat-immo-
bilisierten Hefe bei gleicher Hefe-Men-
ge von 51 ml auf 30,64 = 0,3 ml redu-
ziert (Abb. 13b).

Eszeigtsich, dass der Elektronentransfer
bei verringertem Alginat Volumen
deutlich hohere Spannungen liefert. Ein
Maximalwert von E = 485,2 = 0,2 mV
konnte fiir eine vollstindig reduzierte
1 mmol/l Methylenblau-Lésung erzielt
werden (Abb. 13b). Eine genauere
Analyse der Geschwindigkeit AE/At
zeigt aber, dass die Transferrate mit
steigender Methylenblau-Konzentration
ansteigt, was sich mit einem kinetischen
Effekt mit steigender Konzentration
erkldren lasst (Abb. 13¢).
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4.4 D-Glucose und Variation der
Methylenblau-Konzentration

Untersuchungen mit einer 200 mmol/l
D-Glucose-Losung und Variation der
Methylenblau-Konzentration fithrten
zu geringfiigig hoheren Spannungen E
(Abb. 14a), allerdings war der Anstieg
der Spannung AE/At geringer als bei D-
Saccharose. Dies war bei niedrigeren
Methylenblau-Konzentrationen

deutlicher ausgepragt (Abb. 14b).

noch

4.5 D-Fructose und Variation
der Methylenblau-Konzent-
ration

Dieselbe Untersuchung wurde mit D-
Fructose durchgefiihrt. Die erhaltenen
Ergebnisse sind etwas anders als bei
D-Glucose. So findet man bei niedri-
geren Methylenblau-Konzentrationen
hohe Spannungswerte nach 180 min
(E(5 mmol/l Methylenblau) = 474,3 =
0,2 mmol/l), was auf die nahezu voll-
stindige Reduktion und Entfirbung
des Methylenblaus zuriickzufiihren ist
(Abb. 15a). Oxidationszyklen der Algi-
natperlen durch Stehen an der Luft und
erneute Reduktion veranderten die er-
zielte Spannung nicht, was die Stabi-
litdit des Methylenblaus unter diesen
pH-neutralen Bedingungen zeigt. Der
Anstieg der Spannung AE/At war wie-
der dhnlich wie bei der D-Saccharose,
also besserer Elektronentransfer bei ho-
heren Methylenblau-Konzentrationen
(Abb. 15b).

doi: 10.7795/320.202407
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Ein Grund kénnte in der enzymati-
schen Kette der Gérung von Hefe lie-
gen (Abb. 4). D-Saccharose wird in D-
Glucose und D-Fructose gespalten. Die
D-Fructose scheint hierbei sehr viel
schneller in den Folgeschritten umge-
wandelt zu werden.

4.6 Vergleich der
verschiedenen Zuckerarten

Bei Zugabe von Hefe reduzieren alle Zu-
cker Methylenblau und kénnen damit
in der Redox-Flow-Zelle in elektrische
Energie umgewandelt werden. D-Fruc-
tose zeigt hierbei die hochste Aktivitat
bei der verwendeten Hefe (saccharomy-
ces cerevisiae). D-Glucose und D-Sac-
charose sind nur geringfiigig schlechter.

Aus den Messergebnissen mit 10 mmol/l
Methylenblau und 200 mmol/l D-Glu-
cose (Glu), D-Fructose (Fru) und D-
Saccharose (Sac) sowie 100 mmol/I
D-Saccharose und 50 mmol/l Methy-
lenblau zum Vergleich (Abb. 16) ergibt
sich, dass D-Fructose der Zucker mit
der effizientesten Reduktion des Me-
thylenblaus ist und die hochsten Span-
nungen liefert. Das spiegelt sich auch in
der Geschwindigkeit AE/At wider. Al-
lerdings zeigen die Messungen und der
Vergleich auch, dass D-Saccharose mit
100 mmol/I (dquivalent zu 200 mmol/l
D-Fructose oder D-Glucose) und hoher
Methylenblau-Konzentration ein opti-
males System bildet.
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4.7 Quantitative Analyse
der Ergebnisse

Die Konzentration des reduzierten Me-
thylenblaus kann tiber die Nernst-Glei-
chung ermittelt werden: Formel (2)

Elektrodenpotential E,
Standardelektrodenpotential E °,
allgemeine Gaskonstante

R = 8,3145

Faradaysche Konstante
F=9,6485-10*-5;,
T =298 K (25°C),

Zahl der iibertragenen Elektronen z,
Konzentration z als Ndherung der
Aktivitdt a

Fir die Anodenseite (reduziertes Me-
thylenblau) gilt: Formel (3)

Fiir die Kathodenseite (Oxidationsmit-
tel K [Fe(CN),]) gilt unter Beriicksich-
tigung, dass zwei Molekiile zur Auf-
nahme von zwei Elektronen notwendig
sind: Formel (4)

dann:

Fir das Zell-Potential

Formel (5)

gilt

In der Literatur findet man unter-
schiedliche Werte fiir das Standardpo-
tential E° des Methylenblaus (zwischen

Seite 12
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600 mV und -108 mV) und fiir das re-
duzierte Leukomethylenblau [10]. Dies
wird in der Literatur auf den Einfluss
des pH-Wertes zuriickgefithrt [11]. Wir
haben zunichst das Standardpotenti-
al E © aus vollstandig reduzierten (farb-
losen) Leuko-Methylenblau-Lésungen
mit E ° = 109,12 + 0,10 mV bestimmt.
Gemaf Literatur liegt der pH-Wert die-
ser Losung zwischen 4 und 5. Eine Mes-
sung mittels pH-Papier war aufgrund
der Farbung durch das Methylenblau
erschwert. Damit gelang nach Aufls-
sung der Zellengleichung nach c_, die
Ermittlung der Konzentrationen des
reduzierten Methylenblaus nach 180
min bzw. der maximal bestimmte Wert
(24 h Messungen) (siehe Tab. 1). Die
Werte zeigen, dass hohe Reduktions-

Ether Ether
N (P
Hye— Hsc—/
H
Acetaldehyd Ethanol
~~ N
Ethanol TN B N |
L SNCENCON THS B R P
10 20 30 40 10 20 30 40
t/ min t/ min
Vergédrung Vergédrung
mit Methylenblau ohne Methylenblau

Abb. 17: GC-MS der Endprodukte des Garprozesses mit

Methylenblau (links), ohne Methylenblau (rechts)

doi: 10.7795/320.202407

umsétze in Abhingigkeit des Zuckers
erzielt werden konnen und somit eine
hohe Ladekapazitidt erreicht werden
kann. Die volumetrische Kapazitit be-
triagt 9373 C/1 oder 2603 mAh/1 (Tab. 1,
Eintrag A*) bei 50 mmol/l Methylen-
blau. Eine maximale Kapazitit von bis
zu 6700 mAh/] ist damit fiir eine gesdt-
tigte 125 mmol/l Methylenblau-Lésung
erreichbar.

Mit der Nernst-Gleichung und der
quantitativen Bestimmung des Reduk-
tionsgrades kann die Frage beantwortet
werden, wieviel NADH durch das Me-
thylenblau genutzt werden kann. Dazu
haben wir eine 5 mmol/l Saccharose/
20 mmol/l Methylenblau-Lésung in Ge-
genwart von 1 g Hefe, immobilisiert mit
Alginat, angesetzt. Wir konnten eine
Spannung E von 455 mV messen, was
19,4 mmol/l reduziertem Methylenblau
(97,1%) entspricht. Damit konnen wir
zeigen, dass nahezu der theoretische
Wert von vier Aquivalenten NADH aus
einem Aquivalent Saccharose (Abb. 4)
genutzt wird.

4.8 Bestimmung des
Endpunktes der Hefegarung

Verlauft die Reaktion nach dem oben
beschriebenen Mechanismus, so kann
der Gérungszyklus nicht wie sonst bei
Ethanol enden, denn die fiir den letzten
Schritt notwendige Energie wird durch
den Redoxprozess entzogen. Um diese
Hypothese zu iiberpriifen, wurde eine
Probe mit und ohne Methylenblau nach
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24 h mit Diethylether ausgeschiittelt
und mittels GC-MS untersucht.

Das Ergebnis (Abb. 17) zeigt, dass der
Gérprozess ohne Methylenblau wie er-
wartet bei Ethanol endet, gibt man Me-
thylenblau hinzu, so entsteht Acetalde-
hyd als Endprodukt des Gérprozesses.

5. Zusammenfassung

Es wurde eine neuartige Redox-Flow
Batterie gebaut und diese in umfangrei-
chen Messungen charakterisiert. Die-
se Batterie kombiniert den von der Na-
tur optimierten Prozess der Hefegirung
mit einem chemischen Energiespeicher
und wandelt so biochemisch erzeug-
te Energie in elektrische Energie um.

Die Hefe spaltet auch nichtreduzieren-
de Zucker wie Saccharose und redu-
ziert dabei Methylenblau, indem das bei
der Girung freiwerdende NADH abge-
fangen wird. Methylenblau fungiert als
effizienter Elektroneniibertrager. Die
Hefe wurde mit Alginat immobilisiert,
um Elektrodenreaktion und Reduktion
des Methylenblaus zu trennen. Mit ei-
ner Fe**/Fe** Gegenelektrode wurde ein

Tab. 1: Messergebnisse fiir die Reduktion von Methylenblau durch Hefe mit der Nernst-Gleichung.
Messung A mit 5 g Hefe in 51 ml Alginat immobilisiert, Messung B 5 g Hefe in 30,64 + 0.3 ml Alginat
immobilisiert. Messung mit 100 mmol/l K,[Fe(CN),] auf der Kathodenseite. MB: Methylenblau. Anteil in
Prozent des reduzierten Methylenblau nach 180 min (%

180!

) und Konvergenz nach mehreren Stunden (%__ ).

c, in
cZucker EAnode, in mmOIII
in mV nach | nach c ., in mmol/l
Zucker mmol/l | mmol/l | 180 min | 180 min nach 24 h
B D-Fructose 200 5 -173,3 5,0 99,3 -347,4 5,0 100,0
B D-Fructose 200 10 -133,2 8,7 86,8 -214.1 10,0 100,0
B D-Fructose 200 25 -115,9 15,8 63,0 -127 1 20,1 80,3
B D-Fructose 200 50 -112,8 28,6 57.1 -135,4 44,3 88,6
A D-Glucose 200 10 -105,6 4,3 43,3 -128,6 8,2 82,0
A D-Glucose 200 25 -110,0 12,9 51,7 -127 1 20,1 80,3
A D-Glucose 200 50 -108,1 24,0 48,1 -146,3 47,4 94,8
A* D-Saccha- 100 50 -115,5 31,1 62,2 -154,3 48,6 97,1
rose
B D-Saccha- 200 0,1 -184,2 0,1 99,7 -299,4 0,1 100,0
rose
B D-Saccha- 200 1 -167,7 1,0 99,0 -197,4 1,0 99,9
rose
B D-Saccha- 200 5 -135,8 4,4 88,9 -250,4 5,0 100,0
rose
A D-Saccha- 200 10 -98,5 3,0 30,4 -98,9 3,1 31,2
rose
B D-Saccha- 200 10 -108,2 4,8 48,3 -112,5 5,7 56,6
rose
A D-Saccha- 200 25 -89,7 4,5 18,0 -90,2 4,7 18,7
rose
B D-Saccha- 200 25 -86,4 3,6 14,5 -87,3 3,9 15,5
rose
A D-Saccha- 200 50 -90,8 9,7 19,4 -91,4 10,0 20,0
rose

doi: 10.7795/320.202407
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elektrochemisches Element aufgebaut
und die Potentiale gemessen.

Durch systematische Messungen wur-
de der Einfluss des Zuckers (Saccharo-
se, Fructose und Glucose), des Methy-
lenblaus und deren Konzentrationen
untersucht. Hierbei konnte gezeigt wer-
den, dass Fructose schneller als Glucose
und Saccharose von Hefe verstoffwech-
selt wird.

Die durch diese Optimierung maxi-
mal erreichte Spannung lag bei 648
mV fir die Reduktion mit D-Fructo-
se in einer Einfachzelle. Dies ist ein be-
achtlicher Wert fiir eine Batterie, die
ihre Energie durch einen biochemi-
schen Prozess gewinnt. Das Standard-
potential E° des reduzierten Methylen-
blaus wurde mit E° = -109,12 = 0,10 mV
prazise bestimmt. Zudem wurden hohe
Ladekapazititen (bis zu 100%) durch
Bestimmung der Konzentration des re-
duzierten Methylenblaus durch Analyse
mit der Nernst-Gleichung ermittelt.

Zukiinftig konnte eine solche Batte-
rie unter Verwendung von anderen Zu-
ckern, die als Abfallstoffe der Lebens-
mittelindustrie  anfallen, betrieben
werden. Dafiir misste gegebenenfalls
eine andere Hefe oder Bakterien ver-
wendet werden.
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