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Abstract

Abstract

Eine deutsche Zusammenfassung ist auf Seite 87 verfigbar.

Understanding why bacteria prefer several artificial materials compared to most natural
materials, allows choosing a material or a coating, which is optimal for a special
application. In fields with high hygienic requirements, for example, materials that inhibit
microbial colonization could be used. To immobilize bacteria for industrial use
(productive biofilm or waste water treatment), the natural mechanisms of adhesion can
be used on optimized surfaces. In this way, one of the aims of this work is the
generation of an optimized, fixed bed supported biofilm process to mineralize aromatic
pollutions in a certain kind of wastewater.

The focus of this thesis is on the relation between material properties and microbial
adhesion. The surface energy as a part of physico-chemical properties was calculated
from the contact angle as value of wettability. The choice of materials was intended to
provide a wide spectrum from low to high energetic surfaces. The lowest energetic
surface (hydrophobic) was found in PET+TG (10.3 mN'm™). On the high energetic,
hydrophilic end of the scale a value of 44.7 mN-m™ was calculated.

To estimate the weight of electrostatic interaction forces zeta-potential was measured.
Values between -28.3 mV (modified glass; B33+TP) and -74.8 mV (unmodified glass;
B33) were detected. A vital microorganism Pseudomonas putida mt2 represents a zeta-
potential of -20.8 mV.

The process of microbial adhesion was fitted to a mathematical model (exponential rise
to maximum). The functions parameters (gmax, B) are an indication for strength of
affinity between bacterium and material surface. Both parameters are joined through
the function of initial adhesions velocity (jo= qmax'B). The value for jo (~500-cm™'s?) is
almost constant. Because of that, the cell concentration per unit surface area in the
steady state (gmax) rises while the exponential accumulation factor (B) decreases and
vice versa. Measurement values for gmax are between 6.6°10%cm™? (B33) and
28.1°10%cm™ (polypropylene; PP). Values for B are calculated between 0.06-h™ (PP)
and 0.15'h™ (B33).

By correlation of initial adhesion parameters with surface tension data, optimal
conditions were found for immobilization of P. putida to be at a surface tension of

24.7 mN'm™. Both, higher as well as lower surface tensions lead to a smaller amount of
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adsorbed cells per surface area. This result indicates two limits on both sides of the
parameter field. It is assumed that the limitation from the high energetic, hydrophilic
side is caused by high ordered, near-surface network of water molecules, the “exclusion
zone”. Under low energetic, hydrophobic conditions bacterial adhesion seems to be
limited by the so-called “depletion layer”. The water molecules in the nearest
neighborhood of the surface have to be in a higher energy state compared to molecules
in the bulk. It is assumed that the exchange reaction into the “depletion layer” is
unfavorable. In this way there is additionally to the hydrophilic border evidences for a
hydrophobic limit that minimizes bacterial adhesion.

Correlation of gmax With zeta potential results in a linear relationship. The closer the zeta
potential is to zero, the higher the accumulated cell density. Due to the observed
negative surface charge of A. putida, electrostatic repulsion can, together with apolar
Lifshitz van der Waals interactions, be an important factor of influencing bacterial
adhesion.

The next step following the adhesion is the growth of micro-colonies. It is shown that
form and density of micro-colonies is strongly dependent on the initial cell density
(amax)- Numerical simulations indicate a higher roughness with lower initial cell density.
In the steady state between sloughing and growing, the biofilm's structural parameters
are predominantly determined by other system parameters, like oxygen supply (support
porosity).

In terms of degradation potential there is a small effect due to supply conditions on the
volume-related degradation rate. The Biofilm’s area-related degradation rate seems to
correlate with the initial adhesions density (gmax). Presumably the cell density on the
ground of the biofilm-matrix is more important than the biofilm’s thickness.

This thesis’ results show how the surface energy (ys) influences the development and
finally the degradation rate, in terms of a biofilm process. For the species under
investigation, an optimal surface energy was found which resulted in maximum
immobilization and efficient pollution degradation. Furthermore, the results give a new

basis for antifouling research, using very low surface tension materials.
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1 Einleitung

1.1 Wasser

Wasser und besonders sauberes Wasser ist eines der wichtigsten und kostbarsten Giiter
fur alle Lebewesen und fir unsere Zivilisation im Speziellen. Es ist flir Menschen direkt
und indirekt (in der Landwirtschaft) ein Lebensmittel und ist unentbehrlich fiir viele
industrielle Produktionsprozesse.

Wasser ist, im antiken Sinne, ein einzigartiges Element. Dieses Molekiil verfligt Uiber
besondere physikalische Eigenschaften, die durch seinen polaren Charakter und der
damit verbundenen Mdoglichkeit der Wasserstoffbriickenbindung bestimmt werden.
Methan als gleichschweres aber eher unpolares Molekil ist bei normalen Bedingungen
(Temperatur und Druck) im Vergleich zu Wasser gasférmig. Die Kohasionskrafte reichen
hier nicht aus, um die Methanmolekiile in einem fllissigen Verband zu halten. Die
Wasserstoffbriickenbindungen sind ebenfalls die Ursache fiir die Anomalie des Wassers.
Diese Bindungsenergie bewirkt, dass fliissiges Wasser ein kleineres Volumen einnimmt
als normales Eis. Diese starken Bindungen innerhalb des Wassers (Kohasion) haben an
der Grenzflache zu Materialien groBe Bedeutung. Dort verursachen sie den Effekt der
Grenzflachen- beziehungsweise Oberflachenspannung und der Ausrichtung der grenz-
flachennahen Molekiile innerhalb der Flussigkeit. Das diese strukturelle Ausrichtung an
hydrophilen und hydrophoben Oberflachen stattfindet ist nicht mehr umstritten. Einige
Wissenschaftler gehen jedoch weiter und implizieren Wasser Gedachtnis- und Infor-
mationsspeichereigenschaften. Wie lange Wasser und unter welchen Umstanden es
eine bestimmte Integritat aufrechterhalt ist nicht geklart. Die stark strukturierende
Wirkung direkt an der Grenzflache von Wasser zu unpolaren, polaren oder geladenen
Materialien wurde jedoch in vielen Arbeiten gezeigt.

»,Das Leben kommt aus dem Wasser." Fur die heute diskutierten Theorien, Uber die
Entstehung des Lebens in der ,Ursuppe", ,RNA-Welten® und die Bildung erster
Kompartimente, ist Wasser die Umgebung beziehungsweise das Losungsmittel. Flir die
Funktion von Enzyme, Ionenkandle und anderen kanalformenden Proteinen sowie flir
fast alle biochemischen Prozesse sind direkte oder indirekte Interaktionen mit Wasser

erforderlich.
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~Wasser ist Leben." Die Wasserqualitat ist stark verknipft mit der Lebensqualitdt.
Deutlich zeigten diesen Zusammenhang Seuchen wie zum Beispiel Cholera oder Ruhr im
19. Jahrhundert. Den natiirlichen Reinigungsprozessen in Fliissen, Seen oder Meeren
sind mit einer bestimmten Bevolkerungsdichte Grenzen gesetzt. Die Aufbereitung des
gebrauchten Wassers musste also aktiv durch den Menschen erfolgen.

Das Wissen Uber die Natur des Wassers hilft etablierte Prozesse der Abwasser-
behandlung zu verbessern und erdéffnet neue Mdglichkeiten der effizienten Reinigung.
Der Mensch hat durch verschiedene Technologien die Mdoglichkeit und gegeniiber
nachfolgenden Generationen die Pflicht, die SliBwasserreservoirs der Erde zu erhalten

und im Hinblick auf das Bevolkerungswachstum auszubauen.

1.2 Abwasser und Umwelt

Der Begriff Remediation bedeutet frei Ubersetzt ,zurick in die Mitte™ und meint damit,
dass Gleichgewichtsparameter, wie die Konzentrationen von Kohlenstoff (C), Stickstoff
(N), Phosphat (P) und Spurenelementen eines natirlichen Systems wiederhergestellt
werden. Das kontaminierte System ist in einer bestimmten Weise aus dem
Gleichgewicht geriickt. Einige Komponenten kénnen bei einer Anhaufung problematisch
werden: C-Quelle>Olteppich, Stickstoff>Eutrophierung, Spurenelemente-> Schwer-
metalle. Das Ziel einer nachhaltigen Abfallwirtschaft ist die Rickstellung des
Gleichgewichts in seinen natirlichen Zustand. Das hei3t beispielsweise Komponenten,
die zu hoch konzentriert sind (Cd/Ni/NHs/Kohlenwasserstoffe) entfernen und
mangelnde Komponenten (0,) erganzen.

Die Geschichte der Abwasserreinigung beginnt schon sehr friih und ist meist verknlpft
mit starkem Bevolkerungswachstum und erhohter Bevélkerungsdichte. In der jlingeren
Geschichte setzte sich bis heute das Belebtschlamm-Verfahren wegen seiner diversen
Steuerungsmoglichkeiten durch (Henze et a/., 2008).

Eine Schwachstelle der Reinigung mit den herkdmmlichen Verfahren zeigt (Levine et al.,
2006) auf. Unvollstéandig abgebaute Substanzen, wie ausgeschiedene Medikamente von
Mensch und Tier (z.B. Antibiotika oder Hormone), Chemikalien aus Industrie und
Haushalt werden teilweise in den Vorfluter (meist FlieBgewasser) geleitet. Durch ihre
geringe therapeutische Breite kénnen sie nicht nur die Umwelt (Pflanzen und Tiere)
belasten, sondern auch direkt oder indirekt Einfluss auf die Gesundheit des Menschen

nehmen. Auf dem indirekten Weg sind die Organismen an der Spitze der
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Nahrungskette, wie der Mensch, deutlich benachteiligt, da sich die Schadstoffe in dieser
Richtung akkumulieren.

Besonders problematisch ist die Entsorgung von polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAK). Zahlreiche Verbindungen dieser Klasse sind nachweislich
karzinogen, da sie bei der Metabolisierung im Kérper zu Epoxiden oxidiert werden und
diese Epoxide in einer nucleophilen Ringdffnungsreaktion mit den DNA-Basen reagieren
kdnnen.

Je nach Bauart der Abwasserbehandlungsanlage, der Prozessfiihrung und der Jahreszeit
kdnnen PAK unterschiedlich gut abgebaut werden (Vogelsang et al.,, 2006). Neben
unpolaren Losungsmitteln wie BTEX (Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylol) (Diaz et al.,
2008; Saien & Nejati, 2007; Wang et al.,, 2007) sind auch wassrig geloste Stoffe, wie
zum Beispiel Azofarbstoffe aus der Textilindustrie Problemstoffe (Puvaneswari et al.,
2006), die sich jedoch mit geeigneten Abwasserbehandlungsprozessen und
spezialisierten Organismen effektiv entfernen lassen.

Im Zusammenhang mit dem heute oft diskutierten, anthropogenen Treibhauseffekt
wird in den nachsten hundert Jahren das Wasser zu einem der wichtigsten Rohstoffe.
Die ariden Flachen der Welt dehnen sich betrachtlich aus, sodass es auch innerhalb
Europas zu einer Desertifikation kommt (z.B. in Spanien). Das Interesse liegt nicht nur
bei der Verfligbarkeit von Wasser im Allgemeinen, sondern auch beim Vorhandensein
von sauberem, von Menschen und der Landwirtschaft nutzbarem Wasser. Das
Wachstum der Weltbevdlkerung und die steigende Nachfrage nach industriellen
Produkten erhdhen zusatzlich die Nachfrage nach einer knapper werdenden Ressource.
Wie in allen Bereichen, in denen mit Ressourcenmangel umgegangen werden muss, ist
auch die Wasserwirtschaft zu Einspaarungen und Recycling gezwungen. Wasser, als
Hilfsmittel fur viele industrielle Prozesse, muss bei der Rickfiihrung in die Umwelt die
gleichen Parameter aufweisen, wie zur Zeit der Entnahme.

Die Abwasserbehandlung hat in Deutschland einen sehr hohen Stand erreicht. Jedoch
gibt es immer noch Handlungsbedarf zur Verbesserung der Qualitét von Abwassern.
Dies gilt insbesondere auch flr die Aufbereitung dezentral anfallender industrieller
Abwasser, die durch Schadstoffe wie toxische Schwermetalle, halogenorganische
Verbindungen (z.B. chlorierte Aromaten oder Aliphaten), geléste Kohlenwasserstoffe
(z.B. BTEX-Gruppe) und erhohte Mengen an Stickstoff- und Phosphorverbindungen

belastet sind. Vorrangig besteht das Ziel darin, durch MaBnahmen des
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produktionsintegrierten Umweltschutzes schadstoffbelastete Abwasser nicht erst
entstehen zu lassen und Ausgangsstoffe zurlick zu gewinnen (z.B. org. Losungsmittel).
Durch das Recycling von Wasser soll Wasser mit angepasster Qualitdt im Bezug auf die
nachfolgende Wiederverwendung bereitgestellt werden. Technologien zur nach-
geschalteten Abwasserbehandlung sind besonders dort erforderlich, wo produktions-
integrierte MaBnahmen nicht zur Verfligung stehen um eine ausreichende Reduzierung
der Schadstoffe zu gewahrleisten. Heute sind schwer abbaubare Schadstoffe, die nur in
Spuren vorliegen, ein gréBeres Problem, als hohe Konzentrationen leicht abbaubarer
Stoffe (Vogelsang et al., 2006; Welker, 2004).

Fir den Abbau von spezifisch verunreinigten Abwassern, durch naturfremde
(xenobiotische) aber auch UbermaBige natlrliche Nahrstoffquellen (C, N, P) sind in
Deutschland zur Zeit eine Vielzahl sehr guter und effizienter Verfahren im Einsatz. Diese
lassen sich zum einen nach ihrem Wirkprinzip in chemische (Oxidation / Reduktion /
Fallung), photochemische (UV-Behandlung), biologische (Metabolisierung/ Akkumula-
tion), physikalische (Adsorption) und thermische Verfahren unterteilen. Zum anderen ist
eine Gliederung nach der Prozessfliihrung (Sequenzing-Batch-Reaktor, Chemostat,
u. A.), die sich durch zeitliche oder rdaumliche Trennung der Verfahrensschritte
unterscheiden, sinnvoll.

Als d6konomisches Verfahren hat sich die biologische Abwasserreinigung etabliert. Hier
ist, neben der Energie flir den Betrieb von Kompressoren zum Lufteintrag, nur wenig
zusatzlicher Aufwand notwendig, der laufende Kosten verursacht. Die aktive
Komponente produziert und regeneriert sich selbst.

In Abhangigkeit von der hydraulischen Verweilzeit des Schadstoffes, steht der
biologischen Komponente oft weniger Zeit zur Verflgung, als flir die komplette
Oxidation des Schadstoffes erforderlich ware. Um einen Schadstoff oder das Abwasser
insgesamt flir die Abbaumethode zu klassifizieren, wurden verschiedene KenngréBen
aufgestellt. Fur leicht abbaubare Schadstoffe, die in der verfligbaren Zeit biologisch
oxidiert werden kdnnen, wird die KenngréBe des BSBs (Biochemischer Sauerstoffbedarf
fur 5 Tage) verwendet. Der CSB (Chemischer Sauerstoffbedarf) ist der Sauerstoffbedarf
den das Abwasser fiir eine komplette Mineralisierung bendtigen wirde. Der
Schadstoffanteil, der schwerer abbaubar ist, wird durch den CSB indirekt beschrieben.
Der Sauerstoffbedarf fir diese Verbindungen ergibt sich aus dem CSB abziiglich des

BSBs. Durch zusatzliche Verfahren, die der biologischen Behandlung meist vorgeschaltet
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sind, soll diese Differenz auf die Seite des BSBs verschoben werden. Auch
nachgeschaltete physikalische (z.B. Ozonisierung) oder chemische Methoden (z.B.
Fallung) kénnen bei der vollstandigen Klarung des Abwassers helfen.

Die Effizienz kann erhoht werden, indem die Verweil- oder Kontaktzeit zwischen
biologischer Komponente und dem Schadstoff optimiert werden. Dies kann durch eine
Erhéhung der aktiven Oberfldche erreicht werden. Bei einer erhdhten Leistung ist
jedoch auch ein erhbhter Eintrag an Reduktionsequivalent, meist in der Form von
Sauerstoff erforderlich. Unter diesen beiden Gesichtspunkten kann die Struktur der
biologischen Komponente durch die Struktur eines Tragers (Aufwuchskérper) oder
durch geeignete Prozessfiihrung zur Optimierung der Leistung beitragen.

Im Belebtschlammverfahren wird durch die Prozesssteuerung die Geometrie der
Schlammflocke zu einem Kompromiss zwischen optimalen Versorgungseigenschaften
und damit der Abbauleistung und optimalen Sedimentationseigenschaften in der
Nachklarung gefiihrt. In einem Festbettreaktor ist neben einem Verblockungspotential
meist die Versorgung oder Entsorgung mit gasférmigen Komponenten problematisch.
Diese gasformigen Komponenten konnen in dieser Reaktorbauweise nur gelost
gehandhabt werden. Geloste Komponenten verteilen sich durch Strémung und
Diffusion. In der Biofilm-Matrix und in seiner unmittelbaren Umgebung ist der Stoff-
transport ausschlieBlich durch Diffusion mdglich. Durch Verbrauch, Produktion und
Diffusion entstehen im Biofilm Gradienten, die ein essentielles Merkmal des Biofilms

darstellen.

Kompartiment| Limitierung | Vitalitat

Hemmung

<O vl - O
A Aty e & ALILLEITILL
- Biofilm Diffusionund | " yita]
KR HOUHIAD KN A farbatcis et YOIK X X WRUIFC X XY

Substrat | impermeabel
Abb. 1 - Modell fiir Biofilme unter Bedingungen hoher/toxischer Substratkonzentrationen

Leben im Biofilm bedeutet Leben mit Gradienten" - Michael Kiihl
Der Biofilm kann durch diese besonderen Eigenschaften zum Beispiel den Abbau hoher
Konzentrationen von Schadstoffen ermdglichen (). Generell ist er durch seine

Eigenschaften eine, an schwierige Lebensbedingungen angepasste, spezialisierte

Lebensform.
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1.3 Biofilm

1.3.1 Allgemeines

In der klassischen Mikrobiologie werden Bakterien in Suspension kultiviert und
untersucht. Diese Lebensform ist in der Natur nur selten der Standard. Man kann
vielmehr annehmen, dass die frei schwimmende, planktonische Form der Verbreitung,
dem Wechsel von einer Oberflache zu einer anderen, ahnlich der Verbreitung von
Samenpflanzen, dient. Perfektioniert wurde das System in den evolutionar hdheren
phylogenetischen Gruppen der Bacteria, wie den Mycobionta.

Sind Lebensraume nahrstoffreich und herrschen optimale Umgebungsparameter vor
(Temperatur, Ionenstarke, pH-Wert, Wasseraktivitdit und die Verfligbarkeit von
Reduktionsequivalent), muss sich die einzelne Spezies gegen eine Vielzahl von
Konkurrenten durchsetzen. Dies erfolgt oft durch die Biosynthese von antibiotischen
Substanzen (z.B. Streptomycin).

Die meisten natirlichen Umgebungen sind jedoch nahrstoffarm und/oder
lebensfeindlich. Hier sind Strategien wie Anpassung und Stresstoleranz erforderlich. Die
bevorzugte mikrobielle Lebensform in diesen Bereichen ist eine Struktur, die als Biofilm
bekannt ist.

Es ist nicht nur die strukturelle und chemische Architektur, die dem Organismus im
Biofilm einen Selektionsvorteil bietet, sondern die Zusammensetzung des Konsortiums.
Ein natlrlicher Biofilm ist weniger wie ein Organ oder ein hoher entwickelter
Organismus, sondern mehr wie eine komplexe, hoch differenzierte, multikulturelle
Gesellschaft, dhnlich einer GroBstadt (Watnick & Kolter, 2000) zu interpretieren. Er stellt
quasi einen Zusammenschluss von Zellen mit gleichen Bedirfnissen dar, die um sich zu
schiitzen und erfolgreich zu sein ihre Ressourcen teilen und die Fahigkeiten einzelner
Spezies gemeinsam nutzen.

So kann auch kiinstlich eine Lebensgemeinschaft fir technische Anwendungen
zusammengestellt werden (Li et a/, 2008). In diesem Beispiel libernimmt ein Partner
die Biofilmkonstruktion (Expression von extrazelluldaren polymeren Substanzen -EPS)
und damit den Schutz vor plétzlich veranderten Bedingungen (Schock). Der zweite
Partner ist ein Abbauspezialist und stellt dem ersten Metabolite zu Verfiigung,

organisiert also die Versorgung.
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1.3.2 Aufbau und Funktion

Der Biofilm besteht volumenmaBig zu einem GroBteil aus hydratisierten extrazellularen
polymeren Substanzen (EPS). Der Grad der Hydratisierung dieser Matrix belduft sich auf
ca. 97 % (Zhang et al., 1998). Ein Hauptbestandteil der EPS sind Polysaccharide. Die
Zusammensetzung dieser Matrix kann genauso komplex sein wie die artenmaBige
Zusammensetzung des Biofilms (Branda et al., 2005).

Die EPS werden nicht von allen Spezies in gleichem MaB sekretiert. Individuen der EPS*
Arten! schieben sich damit im Verlauf der Generationen an héheren Positionen als EPS’
Arten. Sie dringen damit in Bereiche besserer Sauerstoffversorgung ein, dhnlich den
Pflanzen, die im Wald um Licht konkurrieren (Kraut- Strauch und Baumschicht (Xavier &
Foster, 2007)). Diese Arten sind den Nahrstoffen aber auch akuten Veranderungen der
Umgebung (Antibiotika, pH-, Substrat-Schock) direkt ausgesetzt. Demgegeniber sind
EPS™ Arten durch die ,fremden™ EPS am Substratgrund relativ geschiitzt.

Der Biofilm ist ein dreidimensionales Gebilde, das in das Stromungsfeld der ihn
umgebenden Flissigkeit eingewachsen ist. Seine Gestalt wird bestimmt durch Nahr-
und Sauerstoffgradienten. Die Diffusion ist einer der wichtigsten Prozesse in dieser
Umgebung (Stewart, 2003). Die Mikroorganismen wachsen an Positionen besserer
Versorgung schneller und produzieren mehr Schleimstoffe. Diese Gestalt wiederum
beeinflusst das Strdmungsfeld (Taherzadeh et a/, 2010), wodurch eine Riickkopplung
und Optimierung der Struktur und Bildung turbulenter Mikrobereiche erfolgt.

Diese Wachstumsform stellt einen evolutionaren Vorteil flir das mikrobielle Leben in
nahrstoffarmen Bereichen dar. Der Biofilm ist, in Abhangigkeit von seiner Dichte, eine
mehr oder weniger starke Diffusionsbarriere, die je nach Strémungsgeschwindigkeit
mehrere 100 um oberhalb der Biofilm-Wassergrenzflache beginnen kann (Glud et al.,
2007). Die "ungerihrte Grenzschicht" zwischen Biofilm und Strémungskante wird als
concentration boundary layer — CBL bezeichnet (de Beer et a/., 1994). Im Inneren der
Biofilmmatrix wird ein maximaler Fluss von der Quelle zum Verbrauchsort induziert. Die
Quelle kann fir Nahrstoffe und Sauerstoff an der Wassergrenzflache oder flr die
Metabolite und Kohlendioxid im Inneren des Biofilms liegen. Durch die vergroBerte

Oberflache, die bereits oben beschriebenen Wirbel und die viskoelastischen Eigenschaf-

1 EPS* Arten produzieren EPS beim Wachstum im Biofilm. EPS Arten zeigen weniger oder keine

Expression dieser Stoffe beim Wachstum im Biofilm.
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ten hat diese Struktur die Moglichkeit eine Substanz (z.B. einen Schadstoff flir den
Menschen — einen Nahrstoff fir Mikroorganismen) erschopfend aus der Uber-
strdmenden Flissigkeit zu extrahieren.

Die extrazelluldren polymeren Substanzen des Biofilms dienen aber nicht nur als
dreidimensionales Siedlungsgebiet, sondern gleichermaBen als Schutz vor unwirtlichen
Bedingungen oder Schwankungen der Umgebungsparameter. Damit hilft dieses System
Mikroorganismen o©kologische Nischen zu erschlieBen, die flir andere Organismen
unzuganglich bleiben. So kdnnen Biofilme in Rohren mit sauren Grubenabwassern bei
einem pH-Wert von 0,5 wachsen (Edwards et a/, 2000). Andere Bakterien besiedeln
74°C heiBe Quellen (Ward et al., 1998). Dem gegeniiber leben Gemeinschaften von
Mikroben auf -20°C kalten nahrstoffarmen Gletschern der Antarktis (Paerl, 1998). Die
EPS halten im pathogenen Biofilm Antikdrper zurlick indem sie sie binden (de Beer et
al, 1997). Um einen Biofilm abzutéten, wird ungefdhr 1500-mal mehr Antibiotika
bendtigt als fiir planktonische Mikroorganismen. - William Costerton

Aber auch Proteine wie Exoenzyme: Katalasen (Stewart et 4/, 2000) und B-Lactamasen
(Anderl et al, 2000), Signalproteine (Nadell et al, 2008; Xavier & Foster, 2007),
Siderophore (Neilands, 1995) und DNA (Steinberger & Holden, 2005) sind Bestandteile
des Biofilms. Weiterhin erhdhen verschiede Eigenschaften, wie die verlangsamte
Diffusion ins Innere des Biofilms, die Stresstoleranz einiger Spezies. Weitere
Uberlebensstrategien sind die Inaktivitit des Stoffwechsels von Zellen schlecht
versorgter Bereiche bis hin zu sogenannten ,Persister-Zellen (stoffwechselinaktive

Dauerstadien) am Grund des Biofilms (Chambless et a/., 2006).

1.3.3 Vorkommen

Gesundheit und Medizin

Der Biofilm hat immense Bedeutung bei der Pathogenese chronischer Krankheiten und
Infektionen in Verbindung mit kérperfremden Materialien (Implantate) (Costerton et al.,
1999; Fux et al, 2005). Besondere Bedeutung kommt hier den oben erwahnten
Exoenzymen zu, die den Biofilm vor oxidativem Stress durch die von den Makrophagen
sezernierten Substanzen (H,O, und phagozytotischen Enzymen) schiitzen. Der generelle
oxidative Schlag und die Verdauungsenzyme der Makrophagen kénnen das Wirts-

gewebe daher mehr schadigen als den Erreger (Abb. 2).
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Ein prominenter Krankenhauskeim und @ . @ . e ., e .
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des in dieser Arbeit untersuchten ! b
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therapien (Alginase/Leukozyten und Abb. 2 - Diagramm eines pathogenen Biofilms;
Alginase/Antibiotika), die die EPS des >22¢ (DM)nach (Costerton etal., 1399)

Biofilms fiir Wirkstoffe oder das Immunsystem zuganglich machen wurden mit Erfolg
getestet (Bayer et al., 1992).

Ein weiterer Schwerpunkt auf dem Gebiet des medizinisch relevanten Biofilms ist die
dentale Plaque. In verschieden Arbeiten wird gezeigt, dass die Pathogenitdt oft ihre
Ursache in einem Ungleichgewicht der ansassigen Normalflora hat. Dieser
Zusammenhang ist auch fir andere Biofilme an der Korpergrenzflache glltig. Das
Ungleichgewicht wird meist durch eine unnatirliche Verschiebung der Umgebungs-

parameter hervorgerufen (Dalwai et a/., 2006).

Okologie

Wie bereits erwahnt ist der Biofilm die grundsatzliche Form des mikrobiologischen
Lebens und er ist ubiquitar vorhanden. Viele Pflanzen leben in Symbiose mit Biofilmen,
zum Beispiel mit Pseudomonaden an der Calyptra (Wurzelhaarspitzen) (Milnch et al.,
2007). Sie fungieren ahnlich der Normalflora unserer Epithelien, indem sie besser als
potentielle Pathogene an den Mangel eines essentiellen Faktors (zum Beispiel Eisen)
angepasst sind und diesen somit die Existenzgrundlage entziehen. Dieses Prinzip wird
zunehmend fir die menschliche Gesundheit genutzt und ist unter dem Schlagwort
"probiotics" bekannt (van der Mei et a/., 2000).

Industrie und Wirtschaft
Wirtschaftliche Bedeutung hat der Biofilm in zweierlei Hinsicht. Zum einen stellt er ein
Problem fir viele industrielle Prozesse, in Form von Materialschadigung (Biofouling,

mikrobielle Korrosion), Reduktion von Volumenfluss durch Membranen und Leitungen,
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Effektivitdtsminderung bei Warmetau-

schern und Kontamination von Produkten - AN

dar (Flemming & Schaule, 1994; Wong & SR aatS ’
( J J iy /

Amy, 1998). Andererseits wird der Biofilm 4

seit Jahrzehnten in der Abwasserreinigung

benutzt (Lazarova & Manem, 1995).

_ ) _ Abb. 3 - Biofiimformen (Quelle: Vorlesung
Damit hat er groBe 0Okologische "limnologie des Abwassers und der

Bedeutung im Zuge des Bevolkerungs- Pelasteten Gewasser” TUM)

wachstums auf der Erde. Er wachst als "katalytische" Schicht in Rieselbettreaktoren auf
dem Tragermaterial oder er besiedelt Submersreaktoren in Form von Schlammflocken,
die einen spharischen, frei schwimmenden Biofilm darstellen (Weber et al., 2007) (Abb.
3). Diese Form bildet sich jedoch nur in Systemen aus, in denen sich Sauerstoff- und
Nahrstoffgradienten ausbilden kénnen. Die Prozessflihrung, und dort speziell die
raumliche oder zeitliche Festlegung aerober, anaerober und anoxischer Bereiche, spielt
bei der effizienten Abwasserreinigung eine groBe Rolle. Auch fur Luft (Zilli et a/., 2001)
und Boden (Diels, 2004) kénnen Biofilmprozesse Sanierungsarbeit leisten. Weitere
technologische Anwendungen von Biofilmen in der Abwasserbehandlung sind unter
Punkt 1.3.8 (Biofilmreaktoren) beschrieben.

Bei der Fermentierung von Lebensmitteln und der Katalyse von chemischen Prozessen
werden in der Regel keine Biofilm-Prozesse genutzt. Aufgrund seiner komplexen
Vorgange lasst sich das Verhalten des Biofilms nur schwer einschatzen. Eine Ausnahme
bildet die Fermentierung von Essigsaure, bei der das Medium Uber Holzspane geleitet
wird auf dem Essigsaurebakterien siedeln. Fir andere auch klassische biotechnologische
Prozesse an Lebensmitteln oder zur Herstellung von komplexen Chemikalien wird
meistens das Submersverfahren mit sterilem Fermenter und Reinkultur verwendet. Wie
wenig sich ein natlrlicher, spontan gebildeter, Biofilm kontrollieren lasst, zeigt die oben

bereits angesprochene medizinische Problematik.

Sonstige technische Biofilmanwendungen
Flr die technische Nutzung wichtige Anwendungsgebiete des Biofilms (auBer der
Abwasserbehandlung) sind:

Produktive Biofilme - Biofilm als katalytische Schicht in einem Reaktor

Mikrobielles Erzlaugen - Nutzung biologischer Prozesse im Bergbau
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Mikrobielle Brennstoffzelle (MFC) (z.B. (Biffinger et al/., 2007))
"microbial trap" — Biofilmfilter zur Immobilisierung von Pathogenen
"microbial canaries" — Biofilmsensoren
Durch das Verstdndnis der Grundlagen seiner Uberlebensstrategien, ldsst sich der

Biofilm in vielen fiir die menschliche Gesellschaft niitzlichen Bereichen einsetzen.

1.3.4 Entstehung und Wachstum von Biofilmen
Die Theorie Uber die Struktur und

Entwicklung des Biofilms wurde im

Laufe der Jahre der Forschung

fortschreitend modifiziert. Zu Beginn

Biofilm

der Biofilmforschung in den 70er und N
80er Jahren wurde angenommen, dass Abb. 4 - Homogener Biofilm (historisches Modell)
der Biofilm ein homogener Film (Abb.

4) ist. In der Mitte der 90er Jahre wurde das "Mushroom"-Model mit wassergefiillten
Kanalen unter der Oberflache des Biofilms von Costerton et al. (Costerton et a/., 1995)
publiziert.

Der Lebenszyklus eines Biofilms kann in drei Phasen gegliedert werden (Abb. 5):

1. Anhaftung (Initialadhasion; Oberflacheneigenschaften haben eine Schlisselrolle)

2.  Wachstum (Wachstumsrate p mit Limitierungen durch Substr.- oder O,-Mangel)

3. Ablésung (Oberflacheneigenschaften und physikalische Biofilmeigenschaften)

Bei der Initialadhdsion erfolgt eine
Interaktion zwischen den Oberfla-
chenmolekiilen des Substrats und

denen des Bakteriums. Eine

wichtige Rolle spielen hierbei

1. Anhaftung 2. Wachstum 3. Abldsung |
wahrscheinlich Pili (syn. Fimbrien) Abb. 5 - Lebenszyklus des Biofilms

(Mandlik et al., 2008). Diese haarartigen Auswtichse aus Proteinen dienen nicht nur der
Fortbewegung oder vermitteln die Interaktion zwischen verschiedene Spezies, sondern
sind vermutlich auch wichtiger Bestandteil im Prozess der Initialadhdsion. Unter diesem
Gesichtspunkt ist eine Oberflache flir verschiedene Spezies vermutlich unterschiedlich
attraktiv.

Die Abldsung von der Materialoberflache kann gezielt (Quorum Sensing, 1.3.6), ahnlich
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den Vorgangen bei der Sporulation, erfolgen oder durch spontane Scherkraftspitzen an
der Grenzflache (z.B. an der Wasser-Luft-Phasengrenze). Somit @hnelt nicht nur die
planktonische Form den Gameten der Mycobionta, sondern auch der restliche

Lebenszyklus mit der Ausbildung von Hyphen und Fruchtkérpern.

1.3.5 Methoden zur Biofilmuntersuchung

Form und Struktur

Die verschiedenen Methoden der raumlichen Erfassung des Biofilms wurden in vielen
Arbeiten diskutiert und bewertet. Eine Auswahl zeigt Abb. 6. Die Entwicklung der
Biofilmforschung geht, wie bei anderen biologischen Fragestellungen, einher mit der
Entwicklung von Mikroskopen. Der Biofilm wird nur noch selten und dann meist in
medizinischen Arbeiten (Adachi et a/., 2007), mit Kristallviolett gefarbt und mit einem
Durchlichtmikroskop untersucht. Heute werden oft Vitalfarbstoffe oder rekombinate
Fluoreszenzproteine verwendet, um die Zielbereiche (ROI — region of interest) in
Biofilmen zu markieren (Hu et a/, 2005; Nancharaiah et a/., 2003; Neu et al., 2001).

Um die Vitalitdit eines Biofilm-
2 =
systems zu quantifizieren hat sich Mikroskopieart % 5 % 4 : « s
das BacLight live/dead viability kit SR LT
(Molecular  Probes)  etabliert
Referenz
(Sharma et al, 2008) Die (Neu et al., 2001) X
dreidimensionale mikroskopische (Lawrence et al., 2003) X X X
Erfassung des Biofilms mit dem (Nancharaiah et al., 2003) X
) ) ) (Beyenal et al., 2004) X
CLSM stellt eine der wichtigsten (Hu et al,, 2005) X
Analysemethoden dar. (Steinberger & Holden, 2005) X
Neben der Gestalt des Biofilms (Haisch & Niessner, 2007) X
. _ Ivnitsky et al., 2007 X X
kann die Gesamtheit des Systems (Ivnitsky et a )
(Jones et al., 2007; Wang et al., 2007) | X
durch Bestimmung der Biomasse | ooy ef ar, 2007: Wang et al., 2007) X
(Watson & Hobbie, 1979) und (Balestrino et al., 2008) X X
Biofilmdichte (Hoehn & Ray, (Wagner et al., 2010a) X
1973) ch Kterisiert q (Wagner et al., 2010b) X
) charakterisiert werden. Abb. 6 - Beispiele flir mikroskopische Arbeiten an

Biofilmen



Einleitung

Chemie des Biofilms

Die duBerliche Gestalt, die Topographie und Dicke des Biofilms, gibt nur einen Teil
seiner Zustandsparameter wieder. Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Ansatze
entwickelt um die Artenzusammensetzung zu detektieren (DGGE (Muyzer & Smalla,
1998), FAME (Haack et al, 1994)). Darliber hinaus kdnnen Anteile an chemischen
Stoffgruppen (Fette, EiweiBe, Kohlenhydrate, Nukleinsduren, ...) und Schlisselmolekiile
fur den Energiestoffwechsel (ATP, cCAMP, NADP, FAD, ...) Auskiinfte Gber die Aktivitat
zum Zeitpunkt der Praparation geben. Michael Kihl et al. (Kuhl et al, 2007)
entwickelten eine Methode mit einem beschichteten Trager, der die normale CLSM-
Untersuchung gleichzeitig mit einer Sauerstoff-Bildgebung kombiniert. Eine Reihe
klassischer Methoden zur chemische Zusammensetzung und Aktivitat des Biofilms

wurde von (Lazarova & Manem, 1995) zusammengefasst und bewertet.

1.3.6 "Quorum Sensing" — interspezielle Kommunikation
Als "Quorum Sensing" bezeichnet man den Prozess mit dem Bakterien ihre eigene
Zelldichte Uberwachen (Williams, 2000). Das System besteht aus zwei Komponenten.
Einem kleinen Signalmolekiil (QSM), dass sich in der Umgebung frei verteilt und einem
Rezeptor im Zellinneren (QSP), der das Signal spezifisch bindet. Der daraus entste-
hende Komplex bindet direkt eine Sequenz auf dem bakteriellen Chromosom und
férdert die Transkription der QS-Gene. Durch die Konzentration des Signals wird die
Bindungswahrscheinlichkeit beeinflusst, sodass ab einer bestimmten Bakteriendichte
bzw. QSM-Dichte der Signalweg ausgeldst wird.
Das System ist relativ komplex und gibt dem Biofilm die Mdglichkeit als Ganzes zu
agieren. Nadell et al. vergleichen in einer Wachstumssimulation die Stamme die durch
ein QS-Signal EPS produzieren (EPS™) mit denen, die die Produktion bei diesem Signal
einstellen (EPS") (Nadell et a/, 2008). Diese Zellen bleiben im unteren Bereich und
nutzen nur die Stoffwechselpause der EPS™ Spezies. Durch den spéter verlangsamten
Stoffwechsel haben sie eine gewisse Toleranz gegeniber widrigen Schwankungen der
Umweltparameter (Persister).
Das Prinzip "Quorum Sensing" ist auch in anderen Arbeiten Ziel numerischer
Simulationen (Ward et al, 2003), weil nur wenige Parameter zur Beschreibung des
Signalwegs notwendig sind (Diffusion, QSM/QSP — Stabilitatskonstante (Schwellenwert),
Reaktion). Das Spektrum der Effektorgene ist jedoch umfangreich.

E
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1.3.7 Simulationen — mathematische Modelle
Die Simulation im Bereich Biofilmforschung ist eines der wichtigsten Instrumente, um
die Funktion von diversen Systemparametern (Stellschrauben) zu untersuchen. Sie

gliedern sich hauptsachlich in folgende Bereiche:

1. Wachstum (Nahrstoffe (Chang et a/., 2005; Picioreanu et a/, 1998) und
Abloésung (Picioreanu et al., 2001; Xavier Jde et al., 2005)

2. AuBere Einfliisse: Antibiotika (Chambless et al., 2006), Quorum Sensing
(Nadell et al., 2008), ...),

3. Stofftransport: Konvektion (Ap) und Diffusion (Ac) (Nahr- und Sauerstoff-
versorgung, Stromungsgeschwindigkeit (Stoodley, 1994; von der
Schulenburg et al., 2007)),

4. Reaktorleistung (Schadstoffabbau, Ausbeute (Saravanan & Sreekrishnan,
2008), ...) und

5. Kombinationen aus den oben genannten Bereichen (Alpkvist et a/., 2006).

Ein wichtiges Simulationsmerkmal ist die Scala (mikro - makro). Wahrend die
Untersuchung von ganzen Reaktorsystemen zur Makroskala zahlen (z.B. (Koch et al.,
2001a; Koch et al, 2001b), sind die konventionellen Arbeiten (z.B. (Moéhle, 2008))
meistens in der Mikroskala.

Vorteilhaft fir die Untersuchungen eines Festbettreaktors und die schnelle Findung
optimaler Strukturparameter einer synthetischen Aufwuchsflache ware eine Wachstums-
simulation im mittleren Skalenbereich, die die Strémung und die Verblockung im
Festbett analysiert. (von der Schulenburg et a/., 2007).

1.3.8 Biofilmreaktoren

Am weitesten verbreitet sind Biofilmanwendungen in der Abwasserreinigung. Dort ist
der prominenteste Reaktortyp der Biofilter. Die meisten Arbeiten beschaftigen sich aus
Grinden der Handhabung und Kontrolle der Parameter, mit geschlossenen Saulen.
Diese Reaktortypen, wie zum Beispiel belliftete Membran-Reaktoren (Rishell et al.,
2004), Hohlfieberreaktoren (Downing & Nerenberg, 2007) oder Trommel-Reaktoren
(Kwon et al., 2008) sind speziell auf ihre Anwendung zugeschnitten. Generell werden
Sdulen in unterschiedlichen MaBstéaben mit spezifischem Material geflllt und im

Aufstrom-Verfahren betrieben.
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Den am besten zur Analyse von Kataboliten
geeigneten Reaktoraufbau zeigten die Arbeits- m— L
gruppe um Mondragon-Parada (Mondragon-
Parada et al, 2008) (Abb. 7). Hier wird eine =

nattrliche Population selektiert, konditioniert und = el .
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wurde jedoch die Artenzusammensetzung nicht

spezifiziert. Die Kenntnis Uber die qualitative und

quantitative Artenzusammensetzung kann ein

-

Indiz fir die Art und Konzentration  des Rl

Abb. 7 - Vier-Etappen-Saulenbioreaktor
2005; Komlos et al., 2006). Im Zusammenhang nach (Mondragon-Parada et a/., 2008)

abzubauenden Schadstoffs sein (Komlos et al.,

der Verschiebung der Artenzusammensetzung ist auch der pH-Wert ein wichtiger
Indikator flir die Leistungsfahigkeit des Biofilm-Reaktors (Tarre et a/., 2007).

Die Biofilmfreundlichkeit einer Oberflache misst sich an den Parametern einer schnellen
und dichten Initialadhdsion und einem maoglichst geringen Abldseverhalten (Rauigkeit /
Kontaktflache / Physiko-Chemie). In speziellen Wirbelbettreaktoren wird ein Trager-
material aus zwei unterschiedlich gut abbaubaren Substraten eingesetzt, sodass die
Mikroorganismen bei der Kultivierung die Oberflache und Rauigkeit selbst vergréBern
(Hille et al., 2008).

1.4 Besiedlungseigenschaften und Oberflacheneigenschaften

1.4.1 Besiedlung und Initialadhéasion

Die Biofilmentwicklung beginnt mit einem Prozess, der als Initialadhdsion bezeichnet
wird. Oft diskutiert wird die umgebungsspezifische Mdoglichkeit eins oberflachen-
konditionierenden Proteinfilms als Startpunkt fiir die Interaktion von Mikroorganismen
und Materialoberflache. In der Phase der mikrobiellen Adhdsion koénnen einzelne
Bakterien oder Konglomerate (Koaggregate) reversibel an die Oberflache binden. Auch
die reversible Bindung von Mikroorganismen an bereits adhdrierte Bakterien ist

denkbar. Der Ubergang von der reversiblen zur irreversiblen Adhdsion wird aktiv (QS)
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von einigen Spezies durch die transkriptionelle Veranderung des Anabolismus und der
Expression von extrazellularen polymeren Substanzen vollzogen. Nach diesem Schritt
erfolgt das oberflachenassoziierte Wachstum, wie es im Abschnitt 1.3 (Biofilm)
ausfuhrlich beschrieben wurde.

Die Quantifizierung der Initialadhasion und die Auswertung mithilfe einer exponentiellen
Fit-Funktion ist ein Kernstlick dieser Arbeit und ist im Abschnitt 2.7 (Charakterisierung

der bakteriellen Adhdsion) ausfiihrlich beschrieben.

1.4.2 Physiko-chemische Oberflacheneigenschaften

Insbesondere die primare Adhasion von Bakterien gilt als physiko-chemisch bestimmter
Prozess (Busscher & Van der Mei, 1997). Eine Orientierung fir die physiko-chemischen
Eigenschaften und somit flir die Starke der Interaktion liefert der Kontaktwinkel zu einer
polaren (z.B. Wasser) und einer unpolaren Flissigkeit (z.B. Diiodmethan). Eine
eingehende Analyse erfordert jedoch die Erfassung aller physiko-chemischen
Parameter, die einen Einfluss auf die oberflachenassoziierten Krafte habe.

In diesem Zusammenhang wird in der Literatur die Wirkung spezifischer und
unspezifischer Adhasionsmechanismen auf der Basis thermodynamischer SystemgréBen
beschrieben. Beide Wechselwirkungsmechanismen grinden sich auf die Wirkung
gleichartiger physikalischer Krafte: den van der Waals Wechselwirkungen (Rijnaarts et
al., 1999), den elektrostatischen Interaktionen (Gottenbos et a/., 2001) und den Lewis-
Sdure-Base-Wechselwirkungen (Roosjen et al., 2003). Der Vollstandigkeit halber sei hier
noch die temperaturabhangige ,Brownsche Molekularbewegung" als grundsatzliche
physiko-chemische Kraft erwahnt, die als Diffusionswechselwirkung bezeichnet werden
kann.

Die van der Waals-Wechselwirkungen nach W. H. Keesom kommen durch die Anzie-
hung zwischen Dipolen zustande und sind somit elektrodynamische Orientierungskrafte.
Nach P. Debye induzieren Molekile mit permanenten Dipolen in benachbarten polaren
und unpolaren Molekiilen Dipolmomente, woraus wieder eine Anziehung resultiert. Die
von F. London beschriebene Dispersionsenergie wird durch quantenmechanischen
Wechselwirkung zwischen zwei neutralen Atomen oder Molekilen mit schnell
wechselndem Dipolmoment verursacht. Die Wirkung dieser Wechselwirkung ist zwar in

allen Molekiilen vorhanden, klingt aber schon in relativ kurzer Entfernung stark ab.
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Die in diesem Abschnitt beschriebenen Wechselwirkungskrafte zwischen biologischem
System und Material stellen einen Beitrag zur Gibbs schen Energie der Adhésions-
reaktion dar und dienen der thermodynamischen Beschreibung der Bioadhasion. Die
Arbeit, die durch diese Energie verrichtet wird, ist die Adhdasionsarbeit. Der
experimentelle Zugang zu dieser GroBe ist liber das Benetzungsverhalten der Partner
moglich, das durch die Oberflachenspannung beschrieben wird. Mit einer Kontakt-
winkelmessung kann die Oberflachenspannung ermittelt werden.
Der Kontaktwinkel (Abb. 8) ist der

Winkel zwischen den, aus der

Yol

0

Oberflachenspannung resultierenden,

Kraftvektoren der gasférmigen,

Wais

flissigen und festen Phase auf einer k\

planaren Oberflache. Er wird durch die  aph. 8 - Die resultierenden Kraftvektoren der

Youngsche  Gleichung  beschrieben Grenzflachenspannungen y an der Drei-Phasen-
Grenze bilden den Kontaktwinkel.
(Gleichung 1).

cos =56 Vst
g

Gleichung 1:
Die Youngsche Gleichung ist die Grundlage fir die Berechnung der
Oberflachenspannung nach van Oss/Good (Van Oss et al, 1988), Owens/Wendt
(Owens & Wendt, 1969) oder Zisman (Fox & Zisman, 1950). In dieser Arbeit beziehen
sich die Berechnungen der Oberflachenspannung auf den Separationsansatz (theory of
surface tension components). Van Oss teilt die Wechselwirkungsenergien in einen
Lifshitz-van der Waals-Anteil, der alle entsprechenden Wechselwirkungen umfasst
(London’sche-, Kleesom- und Debye-WW), und einen Sdure-Basenanteil, der

Wasserstoffbriicken und Lewis-Saure-Basen WW enthalt, ein (Gleichung 2).

Gleichung 2: 7o =y +y mit " =2y

Van Oss legte die WW-Anteile fiir Wasser als Messfliissigkeit mit 21,8 mN-m™ fiir y*V
und 25,5 mN'm? jeweils fiir y* und y fest. Die WW-Anteile der berechneten

Oberflachen zeigten ein Ungleichgewicht zum basischen Bereich. Von Della Volpe et al.
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(Della Volpe & Siboni, 2000) wurden die theoretischen Werte fiir Wasser angepasst um
eine homogene Verteilung zu erzielen (26,2 mN'm™ fiir y*¥, 48,5 mN'm™ fiir y* und
11,2 mN'm™ fiir y). Diese Werte wurden fiir die Berechnungen in dieser Arbeit

verwendet. (siehe auch 2.2.2 und Tabelle 2)

1.5 Exkurs - Dissoziationskonstante

Mit der Bestimmung von Qgmax, B und jo bei einer bestimmten Konzentration, kann das
Verhalten der Bakterien im ,natlirlichen™ Prozess abgeschatzt werden und verschiedene
Materialien verglichen werden. Wahrend die einfache Messung einer Initialadhasion ein
zeitabhangiger Prozess ist, kann durch die Messung bei verschiedenen Zellkonzentra-
tionen eine Binde- oder Dissoziationskonstante berechnet werden. Wird die initiale
Adhasionsgeschwindigkeit (jo) Uber der jeweiligen Konzentration der Uberstromenden
Bakteriensuspension aufgetragen, ist es mdglich, die kinetischen Parameter Kp und jomax
(Vmax) ZU ermitteln, die unabhdngig von der Konzentration sind. Mit diesem Versuchsteil
soll das biochemische Prinzip von Ligandenbindung genutzt werden, um die Adhasion
von Bakterien zu beschreiben.

Die dynamische Gleichgewichtsbelegung kann thermodynamisch durch die Langmuir-

Isotherme (Gleichung 3) beschrieben werden.

Gleichung 3: g =L e Ce
1+K,C,

g — Beladung des Sorbents (Masse Sorbat bezogen auf Masse Sorbent)

K. — Langmuir-Sorptionskoeffizient

Omax — Maximal sorbierbare Konzentration des Sorbats (Masse Sorbat bezogen auf Masse
Sorbent)

= Cgq — Konzentration des Sorbats in Lésung

In der Chemie wird fir die Beschreibung von Adsorptionsprozessen die Langmuir-
Isotherme verwendet. In der Biologie finden die Michaelis-Menten-Kinetik oder Monod-

Kinetik als mathematisch analoge Beschreibung Anwendung (Gleichung 4).

: ‘IS IS
Gleichung 4: v, = %;ﬂ = %
M S

= u— Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion der Substratkonzentration

vmax — Maximalen Reaktionsgeschwindigkeit bei Substratsattigung
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u— Wachstumsgeschwindigkeit als Funktion der Substratkonzentration
Umax — Maximalen Wachstumsgeschwindigkeit bei Substratoptimum
Km — Michaelis-Konstante

Ks — Monod-Konstante

[S] — Substratkonzentration

Beide Funktionen (Gleichung 3 und Gleichung 4) sind Hyperbeln, die durch ihre
Asymptoten entsprechend den Werten V. oder gmax (realer Ast) und K, (imagindrer
Ast) beschrieben werden. Die Funktionen der Langmuir-Isotherme und der Monod-
beziehungsweise Michaelis-Menten-Kinetik unterscheiden sich durch die Konstante K.

und Ku, welche ein Reziprokes der anderen darstellt (Gleichung 5).

Gleichung 5: K = [Cu] : _ Vaa a [Coes ]
[Cows] Vi [Cu]

Der Prozess der Initialadhdsion ist zwar ein Adsorptionsprozess, jedoch gibt die Ky bzw.
Ks Konstante im Gegensatz zu K. direkt eine Halbsattigungskonstante wieder. Diese
Konstante wird in der Enzymkinetik definitionsgemaB fiir den Fall, dass der Umsatz in
einem vernachlassigbarem Umfang stattfindet (ko<<<k;), als Dissoziationskonstante
beschrieben. Sie kann somit in diesem System als MaB der Affinitat zwischen Oberflache
und Bakterium betrachtet werden. Ist die Dissoziationskonstante klein so ist die Affinitat

der Bakterien zum Material groB, und umgekehrt.
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Abb. 9 - Mégliche bakterielle Adhasionskinetik; Vmax=3"10"; Ky=110°
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1.6 Polymere - kiinstliche Oberflachen

1.6.1 Allgemeines

Durch die Verflgbarkeit einer Vielzahl von Monomeren, ist es moglich verschiedene
funktionelle Gruppen an die Oberflache eines Polymers oder als Seitenkette des
Netzwerks, zu synthetisieren. Dabei wirken an der Oberflache unpolare, polare oder
geladene Gruppen eigenschaftsbestimmend.

Polymere Werkstoffe haben aufgrund ihrer Herstellung an ihren Grenzflachen meist
geringe Rauheiten. Darlber hinaus sind die haufigstverwendeten Polymere hydrophob.
Eine Ausnahme bildet z.B. Nafion, ein sulfoniertes PTFE. Flir die Erfordernisse einer
hydrophilen Oberflache wird jedoch in der Praxis meist auf Glaser oder Metalle zurlick-
gegriffen.

1.6.2 Polymere in der Textiltechnologie
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Kunststoffe vorgestellt. Sie sind

typische Vertreter flir die Anwendung in der Textilindustrie.

Polypropylen (Schmenk et al., 2002)

Der Ausgangsstoff flir die Herstellung von Polypropylen ist Propen (CH,=CH-CH3). Fir
die Polymerisation ist ein hoher Reinheitsgrad des Monomers ndétig. Die
Polymerisationreaktion erfolgt mit einem heterogenen Ziegler-Natta-Katalysator und
fuhrt zu isotaktischem Polypropylen (iPP). Das Molekulargewicht des flir die
Faserherstellung verwendeten PP liegt zwischen 200.000 - 350.000. Die Textilfaser aus
diesem Material wird vorwiegend mit dem Schmelzspinnverfahren hergestellt. Dabei
wird das Polypropylen bei 160-175°C geschmolzen und homogenisiert. Bei diesem
Prozessschritt erfolgt auch die Beimengung von funktionsbestimmenden Additiven, wie
Farbstoffen, Weichmachern oder Stabilisatoren zur UV- und Hitzebestdndigkeit. Die
Schmelze wird durch eine Vielzahl von Spinndiisen extrudiert, sofort verstreckt und mit
Luft abgeklhlt. Je nach Herstellungsverfahren kdnnen die Filamente zu einem
Multifilament verdrillt werden oder als Monofilament aufgefangen werden. Fir die
Anforderungen in dieser Arbeit wurde ein Monofilament verwendet, da dieses aufgrund
seiner GréBe besser flr mikroskopische Analysen geeignet ist. Polypropylen ist einer der
wenigen Kunststoffe, die mit einer Dichte von 0,9 g/cm3 leichter als Wasser sind.

Polypropylen nimmt keine Feuchtigkeit auf und ist ausgezeichnet stabil gegentiber allen
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organischen Ldsungsmitteln, Sauren und Laugen. Die Bestandigkeit gegentiber

Mikroorganismen ist sehr gut.

Polyamid (Saremba et al., 1997)

Als erstes Polyamid entwickelte W. H. Carothers 1935 das so genannte Nylon aus
Hexamethylendiamin und Adipinsdaure. Das in dieser Arbeit verwendete Polyamid 6
wurde zuerst von P. Schlack (1939) aus 6-Aminocapronsdure mit Aminocapronsaure-
hydrochlorid als Katalysator synthetisiert. Das entstandene Produkt wurde in der
Textilindustrie unter dem Namen Perlon bekannt.

Die Spinntemperatur liegt zwischen 255 und 300°C. Nach dem Extrudieren ist beim PA-
Garn eine Verstreckung notwendig, um die erforderlichen textiltechnischen
Eigenschaften zu erreichen. Wichtige Bedingungen beim Spinnen des PA-Garns sind
Luftfeuchtigkeit und Spulgeschwindigkeit. Aus Polyamid kénnen unter anderem so
genannte Mikrofasern mit einer Feinheit unter 1dtex'? gesponnen werden.

Polyamid 6 ist nicht saurestabil (14% Salzsaure). Bei Raumtemperatur ist es jedoch
stabil gegenliber organischen Losungsmitteln. In Phenol und m-Cresol l6sen sich die
Fasern auf. Die Bestandigkeit gegeniiber Mikroorganismen und Insekten ist sehr gut.
Die Fasern sind schimmelbestéandig und koénnen nicht verrotten oder verfaulen. Die
Wetterbestandigkeit ist ausreichend jedoch ist die Bestdandigkeit gegeniiber Licht ohne
Aditive unbefriedigend. Die Dichte liegt je nach Kristallisierungsgrad um 1,14 g/cm3.

Das Polymer kann ca. 5% Wasser aufnehmen.

Polyester (Tetzlaff et al., 1993)

Ein Polyester (PET - Polyethylenterephtalat) ist ein lineares Makromolekiil des Esters
eines Diols und einer Terephtalsaure. Historisch hat die Polyesterfaser ihren Ursprung
1931. W. H. Carothers (Erfinder des Nylon 1935) und J. W. Hill synthetisierten aus
Sebacinsaure und Ethylenglykol den ersten Polyester. Im Jahr 1939 ersetzten J. R.
Whinfield und J. T. Dickson die aliphatischen durch eine Reihe aromatischer
Dicarbonsauren und konnten 1941 die erste brauchbare Polyesterfaser herstellen.
Polyester wird heute vorwiegend mit dem AMOCO-Prozess® hergestellt. Die im
Polykondensationsreaktor entstandene Schmelze wird direkt, wie bei den meisten

Kunststofffasern mit dem Schmelzspinnverfahren, kontinuierlich ausgesponnen.

2 1dtex [Dezitex] = 1g pro 10km
3 radikalkatalysierte Fliissigphasenoxidation von p-Xylol in AcOH mittels Bromaktivierung
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Die physikalischen Eigenschaften, wie Festigkeit, Elastizitat und Farbefahigkeit lassen
sich durch die Herstellung variieren. Normale Polyester besitzen eine Schmelz-
temperatur von 250-260°C und nehmen 0,3-0,4% Wasser (bei Normalklima) auf. Der
hohe Elastizitdtsmodul macht Polyester besonders geeignet flir Textilien, die eine hohe
Formstabilitdt aufweisen missen. Dadurch wird es ideal fir den Einsatz bei der
Herstellung von dreidimensionalen Textilien. Die Dichte liegt zischen 1,36 g/cm3 und
1,41 g/cm3. Polyester sind somit schwerer als Wasser. Die chemische Bestandigkeit
gegenliber Mineralsauren und organischen Ldsungsmitteln ist bei Normaltemperatur
sehr gut. Ausnahmen bilden Schwefelsdure, Tetrachlorkohlenwasserstoffe und
Tetrachlorethan. Kochende organische Losungsmittel und Laugen I6sen die Faser. Auch

in kochendem Wasser bzw. Wasserdampf wird die Faser hydrolytisch abgebaut.

1.6.3 3D-Textilien

Die Mdglichkeiten der Textiltechnologie scheinen heute unerschopflich (Abb. 10). Mit
textilen Fasern aus Baumwolle, Wolle, Glas, Metall, Kohlenstoff und vielen organischen
Polymeren kann nicht nur Bekleidung gefertigt werden. Die neuen Anwendungsgebiete
reichen von der Architektur Uber den Maschinenbau bis hin zur Medizin. Aus den
Anforderungen klassischer Anwendungen, wie der Bekleidungsindustrie, sind die

Fertigungsverfahren auf Masse, Geschwindigkeit und Okonomie ausgelegt.

Schmaltextilien, 2D

Bandgewebe i ?g Bandgeflecht
Flachige Textilien, 2D '
Gewebe Drehergewebe Biaxiale Gelege Multiaxiale Gelege

Raumliche Textilien, 3D
3D-Geflechte  Abstandsgewirke

L i

i H I T ﬁ‘ 3 "!‘ e P o v
W vy : ‘
ARn ) " triaxial ’ 1

Abb. 10 - Textile Strukturen (aus Vorlesung Faserverbundwerkstoffe 2; Institut fir Textil-
technik der RWTH Aachen
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Diese Eigenschaften machen die
Textiltechnologie attraktiv flir die oben
genannten Beispiele und flir viele andere

Anwendungsgebiete, bei denen die

konventionellen Methoden gerade schon

. - o

Abb. 11 - AbsaésgAewirk wirtschaftlich etabliert sind. Dies gilt ebenfalls
fur die Abwasserbehandlung. So kann das in dieser Arbeit verfolgte Ziel sich besonders
erganzend und spezialisiert an den Aufgaben der Abwasserbehandlung beteiligen.

Diese Eigenschaften machen die Textiltechnologie attraktiv fiir die oben genannten
Beispiele und fiir viele andere Anwendungsgebiete, bei denen die konventionellen
Methoden gerade schon wirtschaftlich etabliert sind. Dies gilt ebenfalls flir die
Abwasserbehandlung. So kann das in dieser Arbeit verfolgte Ziel sich besonders ergan-
zend und spezialisiert an den Aufgaben der Abwasserbehandlung beteiligen.

Durch die Auswahl des optimalen Materials kann der Trager mit der bestmdglichen Bio-
kompatibilitat verwendet werden. Dieses Merkmal wird durch die Biotechnologie
bestimmt. Die Eigenschaft eines mikrobiologischen Tragersystems, die von der
Textiltechnologie optimiert werden kann ist die Struktur. Optimal ist eine mdglichst
offene Struktur, die trotzdem ein Maximum an Aufwuchsflache bietet.

Das Abstandsgewirk, dessen Gesamtporo-
sitat Uber 80% liegen kann (Abb. 11) und
dessen Dimensionen einer industriellen

Anwendung gewachsen sind, ist optimal

geeignet. Es werden zum Beispiel Matratzen
Abb. 12 - mogliche Deckschicht fiir ein und Polster mit einer Hohe von bis zu
Abstandsgewirk; (Bruer et al., 2005) 15cm aus einer einzigen Lage des
Abstandsgewirks gefertigt. Die Deckschichten (Filetstruktur; Abb. 12) kdnnen dabei
ebenso poros sein wie die Stlitzschicht (Polfaden, Abb. 11). Eine hohe Formstabilitat in
Richtung der Polfaden wird hier meist durch die Verwendung von PET-Filamenten
gewahrleistet.

Generell |asst sich die Perspektive fiir den Einsatz von textilen Strukturen im Bereich der

Abwassertechnologie als exzellent bezeichnen.
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1.7 Arbeitshypothesen und Forschungsziel

1. Hypothese: Zu Beginn der Biofilmentstehung wird die initiale Adhdasion von

Bakterien in MaB und Geschwindigkeiten von physiko-chemischen Eigenschaften und
hier im speziellen von der Oberflachenspannung, der Rauigkeit und den elektro-
statischen Eigenschaften des Aufwuchsmaterials bestimmt.
Die physiko-chemischen Eigenschaften und Adhdasionsparametern werden in dieser
Arbeit flir ausgewahlte Oberflachen quantifiziert. Die gewonnenen Daten werden
durch Korrelation und Verwendung geeigneten Fit-Funktionen auf Zusammenhange
gepriuft.

2. Hypothese: Die Biofilmstruktur (Porositdt und Dichte) wird von der Dichte der
ersten Zelllage festgelegt.

Bei einer hohen Zelldichte an der Materialoberflache als Startpunkt flir das
mikrobielle Wachstum entsteht eine groBflachige zusammenhangende Mikrokolonie,
die auch als dinner Biofilm bezeichnet werden kann. Umgekehrt entstehen bei
dinner initialer Zellbelegung vereinzelte Mikrokolonien, die der Startpunkt fir das
Wachstum mit hohenabhangiger Konkurrenzsituation sind.

Diese Zusammenhange werden mit Hilfe einer numerischen Simulation und
korrelierenden Experimenten untersucht.

3. Hypothese: Die Struktur des Biofilms bedingt eine starkere oder schwachere
Abbauleistung von geldsten Stoffen im (iberstromenden Medium.

Die unterschiedlichen Biofilmformen werden ihren Abbauleistungen gegeniber-
gestellt. Parallel werden die Porositdten des Aufwuchskdrpers/Tragers mit der
entsprechenden Abbauleistung korreliert.

Fazit:

Die physiko-chemischen Eigenschaften des Tragers konnten somit indirekt die
Abbauleistung des aufgewachsenen Biofilms bestimmen.

Mit dieser Arbeit soll die Oberflache beziehungsweise das Material, das den aktivsten
Biofilmtyp flr eine industrielle Anwendung (im Bereich der Abwasserreinigung)

aufwachsen lasst, herausgestellt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Beschichtungen

Urspriinglich wurde angenommen, dass die geringste Oberflachenspannung, aus
thermodynamischer Sicht, die starkste Interaktion zwischen Material und Mikro-
organismus bewirkt. Die Oberflachenspannung der Bakterien ist kleiner als die des
umgebenden Losungsmittels (Wasser). Daraus ergibt sich mit abnehmender
Oberflachenspannung des Materials eine kleiner werdende Adhasionsarbeit, die eine
Adhdsion wahrscheinlicher macht (Absolom et a/., 1983). Dadurch motiviert, wurden
Beschichtungen ausgewahlt, die die Oberflachenspannung gegeniber dem unbe-
schichteten Material verringern.

Eine zweite Motivation war, das Spektrum der Oberflachenspannungen der textil-
technisch relevanten Kunststoffe (PP, PET, PA6) von sehr niedriger bis sehr hoher
Oberflachenspannung gleichmaBig abzudecken und im Bereich der niedrigen
Oberflachenspannung zu erweitern. Dazu wurden maBgeblich eine Fluorkarbon-
Dispersion (Tubiguard; CHT R. Beitlich GmbH, Tibingen, Deutschland) und eine
Polysiloxan-Zubereitung (Tegophobe; Tego Chemie GmbH, Essen, Deutschland)
eingesetzt. Durch die Silanisierung wird an der Oberflache ein Kohlenhydratpolymer

prasentiert, ahnlich einer Polypropylen- oder Polyethylenstruktur.

2.1.1 Glasreinigung

Als Glassubstrat und als Grundlage fur jede Beschichtung auf Glas wurde Borosilikatglas
BOROFLOAT B33 (Firma Schott Jena, Jena, Deutschland) verwendet. Die Reinigungs-
prozedur erfolgt nach folgenden Schritten.

1. Die fabrikneuen Objekttrager werden 10 min in 0,5% L6sung (in bidest. H,0)
Blanchipon® (Lysoform Dr. Hans Rosemann GmbH, Berlin, Deutschland)
eingelegt und mit KIMWIPES®-Reinigungstiichern abgerieben. Tensidreste
werden durch Spilen mit bidest. H,O entfernt.

2. Nach der Grobreinigung werden die Glaser 10 min in eine 4% L&sung (in bidest.
H,0) Optical® II (Firma Mineraldle, Albert, Goschwitzer StraBe 20, 07745 Jena)
im Ultraschallbad (Bandelin, Sonorex Super DK 102P) bei 100% Arbeitsleistung
(120 Watt) gereinigt.
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Tensidreste werden durch Spilen mit der Spritzflasche mit bidest. H,O entfernt.

. Um kleinste Tensid- und Fettreste zu entfernen werden die Glaser 10 min

stehend in Reinstalkohol (99,95%) und anschlieBend 10 Minuten stehend in
bidest. H,O eingelegt. Der Reinigungsprozess wird mit Ultraschall unterstiitzt.
AbschlieBend werden die Proben griindlich mit Druckluft getrocknet und luftdicht

verschlossen gelagert.

2.1.2 Nasschemische Beschichtungen

Als Beschichtungsmittel flir die nasschemische Beschichtungsmethode kamen folgende

Verbindungen zum Einsatz:

Tabelle 1 - Beschichtungsmittel und Hersteller

Textilhilfsmittel Chem. Charakteristik Eigenschaften Hersteller

Tubiguard 68 Fluorcarbon

Wasser- und 6labweisende Wirkung auf
Synthese- und nativen Fasern und deren
Mischungen. Wasch- und reinigungsbestandige
Effekte.

CHTR. Beitlich

Wasser- und dlabweisende Wirkung auf

Oleophobol SLA neu Fluorpolymer Synthesefasemn. Wasch-, chemisch- und Huntsman

reinigungsbestandig.

Hydrophilierungsmittel, Verbesserung der

Evo Fin PSR modifizierter Polyester ~ Saugféhigkeit und Feuchtigkeitsaufnahme von DyStar

Evo Soft HDS Polysiloxan

Textilien mit Polyester- und Zellulosefasern.

Hydrophilierungsmittel, Verbesserung der Glatte
und Dehnbarkeit von Textilien.

DyStar

Die Rezeptur der Flotte* fiir die Beschichtungen der Folien und Textilien erfolgte nach

der Rezeptur des Herstellers (Tabelle 1) und wurde vom TITV in Greiz durchgeflihrt.

Beschichtung auf Kunststoftfiachen (Folien)

1.

N o U s~ wDN

Zur Qualitatskontrolle wird eine Kontaktwinkelmessung (Wasser) durchgefihrt.
Die Lésung wird mit einem Rihrer aufgeschaumt.

Der Schaum wird mit einem Rundrakel auf die Folie aufgetragen.

Die Flottenaufnahme wird bestimmt (Mgeschichtungsmittel/ MTextil) -

Das Textil wird in der Warme getrocknet.

Die Fixierung erfolgt flir 90 sek. bei 150°C.

Als Beschichtungsnachweis wird eine Kontaktwinkelmessung durchgefihrt.

ﬂ bezeichnet hier das wassrige Bad in dem die Textilhilfsmittel geldst sind.
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Beschichtung auf Textilien (Foulard )
Das Foulardverfahren bezeichnet ein Verfahren zur Veredlung von Textilien, bei dem
das Textil in eine Flotte getaucht und anschlieBend von einem Walzensystem ein- bzw.
abgepresst wird.

1. Zur Qualitatskontrolle wird eine Kontaktwinkelmessung (Wasser) durchgefiihrt.
Das Textil wird durch Tauchen im Foulard mit der Flotte benetzt.
Uberschiissige Flotte wird durch gaskinetische Entwésserung abgesaugt.
Die Flottenaufnahme wird bestimmt (Mgeschichtungsmittel/ MTextir)-
Das Textil wird in der Warme getrocknet.
Die Fixierung erfolgt flir 90 sek. bei 150°C.

Als Beschichtungsnachweis wird eine Kontaktwinkelmessung durchgefihrt.

N ou s W

2.1.3 Tegophobe® - Beschichtung
Als hydrophobe Referenz wird ein beschichtetes Glas eingesetzt. Die chemische Natur
der Beschichtung ist ein Siloxan. An der Grenzflache sind vermutlich Ethylgruppen fir

die spezifische physiko-chemische Interaktion maBgeblich.

Beschichtung auf B33-Glas

1. Die Proben werden nach der materialiiblichen Reinigungsprozedur gereinigt.

2. Zur Qualitatskontrolle wird eine Kontaktwinkelmessung (Wasser) durchgefiihrt
und die Proben danach griindlich mit Druckluft getrocknet.

3. Die Proben werden 4 min im Plasmacleaner aktiviert.

4. Nach der Aktivierung werden die Proben stehend in einer Lésung 10%V TEGO-
Phobe® (LM — Hexadekan) bei RT 60 min inkubiert.

5. Das LM wird dreifach unter leichtem schitteln in Hexan entfernt.

6. Die beschichteten Proben werden mit Druckluft getrocknet.

7. Als Beschichtungsnachweis wird eine Kontaktwinkelmessung durchgefiihrt.

2.1.4 Andere Beschichtungsverfahren
Im Rahmen von Vortests und einer validierenden Materialbestimmung wurden auch
andere Beschichtungsmethoden getestet. Zum Einsatz kamen Niederdruck-

plasmaverfahren mit unterschiedlichen Reaktionsgasen (z.B. O, und Cl;) und

> Foulard: franz. fiir Tuch
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Reaktionszeiten (Sekunden bis Stunden). Ein weiteres Verfahren, das unter dem Namen
Pyrosil® bekannt ist, wurde auf Eignung gepriift aber wegen schlechter Bestindigkeit

verworfen. (Siehe dazu 3.1!)
2.2 Physiko-chemische Charakterisierung

2.2.1 Physiko-chemische Bestandigkeit

Die Bestimmung eines geeigneten textiltechnologischen Beschichtungsverfahrens setzt
eine adaquate Schichtstabilitat essentiell voraus. Um festzustellen, ob eine Oberflachen-
beschichtung stabil auf einer Polymerfolie aufgebracht wurde, sind die jeweiligen
Proben in den direkten mikrobiologischen Kontakt gebracht worden. Vor und nach dem
Versuch wurden die physiko-chemischen Eigenschaften bestimmt. Die mikrobiologische
Testprozedur wurde flir die Screening-Phase durch einen dreifach wiederholte
Autoklavierung (121°C, 1,4 bar) ersetzt. Das Verfahren wird, im Bezug auf die
Beanspruchung, als mindestens gleichwertig eingeschatzt, verglichen mit der Spllung
mit einer Zellsuspension. Die Ergebnisse der Behandlung mit feuchter Hitze geben einen
guten Hinweis auf das Verhalten der Beschichtung im langfristigen Einsatz. Nach jedem
Autoklavierschritt wurden der Wasserkontaktwinkel (polare Flissigkeit) und der
Diiodmethankontaktwinkel (unpolare Flissigkeit) gemessen, um Veranderungen der
Oberflachenspannung zu detektieren. Weiterhin wurden  ATR-FTIR-Spektren
aufgenommen um eine chemische Veranderungen festzustellen. Stichprobenartig wurde
die Topographie aufgenommen, um den Einfluss des Beschichtungsverfahrens auf die
Rauigkeit zu prifen.

Oberflachenbeschichtungen, die den beschriebenen Test positiv durchliefen, wurden
unter realistischen Bedingungen im Zellkontakt analysiert. Nach einem siebentdgigen
Spilen mit einer wachsenden Kultur wurden die Proben mit destilliertem Wasser und
Ultraschall (10min, 3 Schritte) gereinigt. Als Nachweis flir die physiko-chemische
Bestandigkeit wird der Wasserkontaktwinkel gemessen und mit den Messwerten vor

dem Versuch verglichen.

2.2.2 Kontaktwinkel / Oberflachenspannung
Der Kontaktwinkel wurde mit dem Contact Angle System OCA von DataPhysics
Instruments gemessen und mit der Software SCA202 aufgenommen. Die

Kontaktwinkelmessung erfolgte mit folgenden Spezifikationen: statisch, tangent leaning,
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sessile drop, 3 pl, 15 Werte. Es wurden pro Oberflache drei Tropfen gesetzt und
vermessen. Die gewonnenen Messwerte sind mit Microsoft Excel aufbereitet und

zusammengefasst worden.

Gleichung 6: o=y +r mit  y " =2y

Gleichung 7: 7, (cos@+1)= 2\/75LW7LLW + 2\/7/S+7/L_ + 2\/7L+7S_

Aus dem mittleren Kontaktwinkel von mehreren Fliissigkeiten wurde die Oberflachen-
spannung auf der Grundlage der Gleichungen von Della Volpe und Siboni (Della Volpe &
Siboni, 2000) (Gleichung 6 und Gleichung 7) berechnet. Mit Hilfe eines im iba
entwickelten Energiekalkulators (auf MAHTLAB®-Basis) wurde das (berbestimmte

Gleichungssystem fiir zehn Flussigkeiten (Tabelle 2) numerisch gel6st.

Tabelle 2 - Eingesetzte Fliissigkeiten zur Berechnung der Oberflachenspannung mit Hinweis auf
die energetische Charakteristik (+ basisch, - sauer, LW dispers)

Oberflachenspannung [mN'm™] Charakteristischer
Flissigkeit yLW v Y T Schwerpunkt
Wasser 26,20 48,50 11,20 72,81 mix / +
Glycerin 35,00 27,80 7,33 63,55 mix / +
Ethylenglycol 33,90 0,97 51,60 48,02 -
DMSO 32,30 0,04 763,00 42,97 -
Bromoform 28,10 19,90 2,24 41,45 +
Pyrol 25,90 10,80 2,66 36,62 +
Diiodmethan 50,80 0,00 0,00 50,80 LW
Brom-Naphtalen 44,40 0,00 0,00 44,40 LW
Hexadecan 27,60 0,00 0,00 27,60 LW
Formamid 35,50 11,30 11,30 58,10 miX

Werte aus (Della Volpe & Siboni, 2000).

2.2.3 Zetapotential

Das Zetapotential gehért zu den Grenzflachen-Parametern und wird von der
Festkorperoberflache beeinflusst (Werner et al., 1998). Es wird als Indiz fir die starke
des Oberflachenpotentials, verknlpft tber die Potentiale der adsorbierten Schicht und
der inneren und duBeren Helmholz-Schicht, herangezogen. Flir Polymerfolien kann das
Zetapotential aus dem Strémungspotential abgeleitet werden, das durch einen
Elektrolytfluss zwischen zwei Platten erzeugt wird. Fir die Messung wird die Innenseite
eines rechtwinkligen Kanals ausgekleidet (I/w/h: 25/5/0,15mm, clamping cell, SurPASS,
Anton Paar GmbH Graz/Ostereich). Das Strémungspotential AU [mV] wird mit Hilfe der
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Smoluchowski Gleichung (Gleichung 8) in das Zetapotential { [mV] umgerechnet
(Buksek et al., 2010).

Gleichung 8: g =AA—5%
Der Parameter Ap bezeichnet dabei die Druckdifferenz entlang des Stromungskanals, n
die dynamische Viskositdt des Elektrolyten, ¢y die elektrophoretische Mobilitdt, ¢ die
Dielektrizitatskonstante des Materials und « die Leitfahigkeit des Elektrolyten. Die
Messungen wurden in 1mM NaCl-Lésung bei einer maximalen Druckdifferenz von
300 mbar in beide FlieBrichtungen durchgeflihrt. Das Zetapotential wird automatisiert
von der Herstellersoftware berechnet und in einem standardisierten Protokoll

ausgegeben.

2.2.4 Attenuated total reflectant Fourier transformed infrared spektroskopy
Die ATR-FTIR Messung wurde durchgefiihrt um eine chemische Veranderung der
Beschichtungen (2.1) auf den Folien wahrend der Bestandigkeitstests zu detektieren.

Flr die Untersuchungen wurde das FTIR-Spektrometer Equinox 55 (Bruker Optics,
Ettlingen) sowie die zugehdrige ATR-Einheit benutzt. Die Messung in der ATR-Einheit
A537 (6 Reflexionen) erfolgte auf einem Germanium-Kristall. Die Spektren werden von
4000-1000 WZ aufgezeichnet. Es erfolgen eine atmospharische Kompensation, die das
CO, und Wasser Signal minimiert, und eine Grundlinienkorrektur. Die Spektren werden
mit den Referenzspektren der Materialien und untereinander zwischen den einzelnen

Autoklavierschritten verglichen.

2.2.5 X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) — Tiefenprofil

Die Tubiguard-beschichteten PA6- und PET-Folien wurden zur Priifung der Beschichtung
zusatzlich mit der XPS-Methode untersucht. Ein Tiefenprofil wurde mit einem Scanning
X-ray Photoelectron Spectroscopy Microscope (PHI Quantum 2000; Physical Electronics,
Inc.) von der Firma SGS Institut Fresenius GmbH (Dresden, Germany) aufgezeichnet.
Vor Beginn der Aufzeichnung wurde die Oberflache durch sanftes Sputtern (Argon -
Ionen — Beschuss) gereinigt. Das Tiefenprofil wurde Uber eine Flache mit einem
Durchmesser von 100 um gemessen. Die Abtraggeschwindigkeit betrug 3 nm pro

Minute.
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2.3 Zellkultur und Aufbewahrung

Als Mikroorganismen werden Pseudomonas putida mt2 vom DSMZ (Braunschweig)
benutzt (DSM 3931). Die Mikroorganismen werden bei -20°C in 1,5 ml Dunkelglas-
ProbengefdaBen gelagert. Als Kryoprotektivum wird 20%Vol. Glycerin (300 pl
Glycerin/1200 pl Zellkultur) in einer Kultur der exponentiellen Wachstumsphase (Abb.
13; 12h) benutzt.

Die Kultur erfolgte in Anlehnung an das vom DSMZ empfohlene Mineralmedium M442.
Das Kulturmedium setzte sich wie folgt zusammen Na,HPO4-2H.O 2,25 g:1?;
NH4Cl 1,0 g'I; KHyPO4 0,75 g°I''; MgSO47H,0 0,1 g°I'; Nitrilotriessigsdure (NTA)
5,0 mg'l™; MnSO, x H,0 1,5 mg:I*; ZnSO4 x 7 H20 0,1 mg*I"t; Ammonium Eisen Citrat
(AEC) 25,0 ugI™'; CoSO,4 5,0 pg:I™*; Toluol 0,45 g-I™.

Als Spil- und Verdiinnungspuffer wird dieses Medium ohne AEC, NTA und Toluol
eingesetzt.

Die Bakterien werden bei 30°C und 175UPM in Schikanekolben im Schittler kultiviert.

— Zellkonzentration (600/600nm) — Exponentieller Bereich
2 5E+10 1 >iderophor (400/460nm) o - Exponentiell (Exponentieller Bereich) 1150
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I ] 3
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-— i c
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g I g
oy =
@ 1,0E+10 - ‘ ‘ T60 S
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l l l 2
! | | | I
5,0E+09 ' L : berrannns -+ 30
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Abb. 13 - Wachstumskurve von Pseudomonas Putida mt2; Messung mit Fluoreszenz-
spektrometer; 600 mg/l Benzoesaure




Pseudomonas putida mt2 - Metabolismus

2.4 Pseudomonas putida mt2 - Metabolismus

Der Stamm Pseudomonas putida mt2 besitzt neben seinem nattirlichen Chromosom ein
Plasmid (pWWO0), auf dem die Enzyme flir den Abbau von Toluol und die Eingliederung
der Katabolite in den chromosomalen Stoffwechselweg kodiert sind (Abb. 14).

oberer Abbauweg meta-Abbauweg
CH3 COOH
Toluol @ Benzoeséaure
xylD
X0 l xyIMA Terminale Oxidasen? | xyIXYZ
CH0H COOH
1,2-Dihydroxy-
Benzylalkohol cyclo-3,5-hexadien-carbonsaure
DHCDH /L
BADH xyIB coy Xy
CHO
© Benzaldehyd Catechal
BZDH j XiC 23-CTD y /E
2-Hydroxy-muconséure-
COOH semialdehyd OH
- ~COOH xylG ZNCOOH  2-Hydroxy-
Benzoesaure COOH 2,4-hexadien- )
X X 1,6-dicarbonsaure
Hgo IF
HMSM l xylH
HCOOH
(T o
\COOH xyll Z “\COOH 2-Ox0-3-hexen-

~._~COOH 1,6-dicarbonséure

2-Oxo-
4-pentenséaure CO2

H,0
OEH\1 xyld

O|
COOH 4-Hydroxy-
2-oxovaleriansaure
HO

HOA j xylK

CH3-CO-COOH + CH3-CHO
Pyruvat Acetaldehyd

Abb. 14 - Verbindungen des speziellen Abbauwegs von Toluol in P.putida mt2; nach:
(Burlage et al., 1989)
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2.5 Bildgebung

2.5.1 Phasenkontrastmikroskopie

Die Phasenkontrastmikroskopie (PhKM) ist die Methode der Wahl, um die diinne initiale
Zellschicht auf den verschiedenen Materialien zu detektieren. Die Experimente wurden
in einer FlieBzelle (2.6 FlieBzellaufbauten) durchgeflihrt. Der optische Weg zwischen
Objekt und Objektiv (Zellen-Folie-Objekttrager-Luft) konnte durch ein spezielles
Objektiv  Uberbriickt werden. Den Erfordernissen der Anwendung entsprach
ausschlieBlich das LUCPLFLN60x/0,7 LWD (long range working distance) von Olympus.

2.5.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Um die raumliche Gestalt von Biofilmen mdglichst genau zu erfassen, hat sich die
Rekonstruktion aus optischen Schnitten mit der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
bewdhrt. Die Methode nutzt neben dem konfokalen Abrastern verschiedener Schichten
die Prinzipien der Fluoreszenzmikroskopie, um verschiedene Zielobjektklassen (region of
interest) zu separieren. Das verwendete Mikroskop (Leica TSP SP) verfligt Uber
vollstdndig variable Emissionsfilter. Flr eine optimale Untersuchung wurde das

Fluoreszenzverhalten des verwendeten Stammes untersucht.
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Abb. 15 - Anregungs-Emissions-Spektrum des Siderophor von AP. putida mt2

Drei sinnvolle Fluorophore stellten sich zur Analyse herraus. Zur Lebend-Tot-Analyse wurden

Syto9 und Propidiumiodit aus dem Baclight™ - Live/Dead® staining kit von Molecular Probes
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verwendet. Die Farbung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zusatzlich wurde das

Siderophor des Mikroorganismus fiir eine Autofluoreszenzanalyse untersucht (Abb. 15). Es

ist vorwiegend in der Zellwand des Bakteriums lokalisiert (Abb. 16).

Abb. 16 - links: Fluoreszenzbild von P. putida; 200fach; Filter: Ex 330-385nm; Em >420;
rechts: XYZ-Schnitt von Mikrokolonie; EPS-Lektin-HAA-FITC (griin), Siderophor (blau), alle
Balken 10 um (linke Aufnahme mit Unterstiitzung von Thomas Neu UFZ-Magdeburq)

Mit der Analyse der Autofluoreszenz stehen die erforderlichen Parameter flr die
Filtereinstellungen am CLSM zur Verfligung, um so genannte cross talk events zu
minimieren (Abb. 17).
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Abb. 17 - Anregungs-Emissions-Spektrum der verwendeten Fluoreszensfarbstoffe und des
Siderophors
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2.5.3 Raster-Kraft-Mikroskop (AFM)

Die Analyse der Topographie ist eine Standardmethode zur physiko-chemischen
Charakterisierung von Oberflachen. Sie fand in dieser Untersuchung Anwendung, um
das MaB des Einflusses dieser GroBe im Bezug zu anderen relevanten Parametern zu
ermitteln. Die Messung der Topographie erfolgte im Kontakt - Modus mit dem
Nanowizard I Atomic Force Microscope (jpk Instruments AG - Berlin). Der Set-Point-
Wert flr den constant force - Modus (fiir alle Substrate) betrug 1Volt, was ungefahr
12 nN entspricht. In diesem Modus wird die erwahnte Andruckkraft konstant gehalten
und der Weg (Hohe des Cantilevers) nachgeregelt. Drei Bilder mit der Kantenldange von
10 x 10 pm wurden pro Oberflache aufgezeichnet. Von diesen drei Bildern wurde die
RMS - Rauigkeit berechnet. Diese Rauigkeit ist das quadratische Mittel der Hohe Uber

die angegebene Flache.

2.5.4 Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM)

Die Proben mit adhariertem biologischem Material wurden vor der REM - Untersuchung
mit Glutaraldehyd-Lésung prapariert, getrocknet (Kritisch-Punkt-Trockner, Polaron
Range CPD 7501) und mit einer etwa 5-10 nm Goldschicht besputtert (Sputter Coater
Edwards S150B). Die Proben wurden im Hochvakuum an einem EVO LS10 Scanning

Electron Microscope von Zeiss mikroskopiert.




FlieBzellaufbauten

2.6 FlieBzellaufbauten

Konstruktion
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Abb. 18 - Dimensionierung der FlieBzelle (Ang. in mm); links: Oberteil; rechts: Unterteil

Die FlieBzellen werden aus dem chemisch inerten Material TK-PEEK (teilkristallines
Polyetheretherketon; Fa. Max Wirth, Braunschweig) gefertigt. Die Fenster flir die
Mikroskopie haben eine Dicke von 0,7 und 1 mm. Der FlieBkanal zwischen den Glas-
scheiben hat eine GroBe von 65/15/1mm (I/w/h) (Abb. 18). Die Probenebene liegt
direkt Uber dem 1 mm-starken Objekttrager. Die hydraulischen Verbindungen werden
mit Silikonschlduchen aus platinvernetztem, gering proteinbindenden Tygon 3350
3,2/6,4 mm (ID/AD) realisiert. Die Pumpenschlauche bestehen aus demgleichen
Material und haben einen Innendurchmesser von 2,79 mm.

Eine FlieBzelle ermdglicht die Beobachtung des wachsenden Biofilms ohne die
Veranderung der hydraulischen Bedingungen. Selbst fir die Farbung muss das Material
nicht entnommen und somit unnétigem Scherstress ausgesetzt werden. Nachteil ist,
dass man durch die erforderlichen druckarmen Verhaltnisse an laminare Strémungs-
bedingungen gebunden ist.

Die Versorgung des wachsenden aeroben Biofilms mit geléstem Sauerstoff stellte sich

als ein weiterer kritischer Punkt heraus. Damit wurde eine prozesstechnische

OEtimierung der FlieBzellmethode fiir den Modellorganismus notwendig.
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Initialadhdsion

Die Abb. 19 zeigt schematisch den Aufbau fiir die Messung der Initialadhdsion im

zeitlichen Verlauf. Durch die Messung mit gleichen Zellkonzentrationen lassen sich

verschiedene Materialien vergleichen.

EntlGftung / Abfall

8-Kanal-Pumpe

28°C

konstant

8xVerteiler
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Sterilktpplung

Beobachtung

Reser/oi mit Mikroskop
l 6 30°C I Warmebad

Entliiftung / Abfall

-

8x\Verteiler

Abb. 19 - Versuchsaufbau zur Untersuchung der Initialadhdsion auf planarer Geometrie

(Folie oder Platte)

Exkurs - Dissoziationskonstante

Legt man in einem System verschiedene Mikroorganismenkonzentrationen und das

gleiche Material vor, kann die Dissoziationskonstante (1.4.2) und die Halbsattigungs-

konzentration in Anlehnung an die Michaelis-Menten-Kinetik ermittelt werden (Abb. 20).
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Abb. 20 - Versuchsaufbau zur Untersuchung der Initialadhdsion mit Dissoziationskonstante

auf planarer Geometrie (Folie oder Platte)
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Fir die Versuche zur Initialadhasion wird die stabilisierte Zellsuspension im Kreislauf
geflihrt. Das Medium verfligt liber keine verwertbare Energiequelle (C, N, ...), womit ein

Wachstum und eine Anderung der Zellkonzentration ausgeschlossen sind (ODgp).

Fur das Wachstum und die Biofilmbildung
Flr das Wachstum der Bakterien wurden die FlieBzellen nach der Initialadhadsion konti-
nuierlich mit sauerstoffangereicherter Nahrlésung gespilt (Abb. 21). Das Volumen
(Schlauche, Filter) vor der FlieBzelle wurde so klein wie mdglich gehalten.

592G Apluit
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Sterilfilter
It M1 Peristaltik-
S 0L
5 30°C ]
T FlieBzellen
_ Abluft > |
EntlGftung /
Abfall M2 .

—

Abb. 21 - Versuchsaufbau zur Untersuchung des Wachstums und der Biofilmstruktur auf
planarer Geometrie (Folie oder Platte)

2.7 Charakterisierung der bakteriellen Adhasion

Allgemeines

Die Messung der Initialadhasion orientiert sich an den Experimenten von Gottenbos
(Gottenbos, 2001). Abweichend von den dort verwendeten Methoden wurde kein
Ultraschall und destilliertes Wasser zum Waschen eingesetzt, sondern wie unten
beschrieben, eine Modifikation des Mineralmediums M442. Die Zellkonzentration wurde
in der vorliegenden Arbeit auf 5:10% Zellen pro ml eingestellt. Gegeniiber dieser
Literaturstelle variieren die Flussbedingungen aufgrund der abweichenden Geometrie
der verwendeten FlieBzelle. Um den Biofilm unter moglichst realistischen hydro-
dynamischen Bedingungen entstehen zu lassen, wurde die Flussrate so hoch wie
moglich gewahlt. Die Scherrate o [s™] wurde fiir Vergleiche mit anderen Arbeiten aus
Gleichung 9 (Busscher & van der Mei, 2006) berechnen und betragt 41,7 s™.
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_ 0
2
2(%’) X W,

Dabei ist Q die volumetrische FlieBgeschwindigkeit [m*s™] und hy und wg beschreiben

Gleichung 9: o=

die Form des Querschnitts des FlieBkanals [m].

2.7.1 Organismen und Medium
Als Mikroorganismen werden Pseudomonas putida mt2 vom DSMZ (Braunschweig)
benutzt. Die Kultur erfolgte in Anlehnung an das vom DSMZ empfohlene Mineralmedium

M442 mit Toluol. Die genaue Zusammensetzung ist im Teil 2.3 beschrieben.

Kultur und Ernte

= Die Zellen werden in 3 Kolben mit jeweils 150 ml Medium 4 Tage kultiviert (75 pl
Toluolzugabe am ersten und vorletzten Tag).

= Kontrolle der Zell und Proteindichte (ODggo, AbS260).

= Die Kultur wird in einer Kihlzentrifuge bei 2500xg (6700UPM) fir 5min, 10°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird separat gesammelt und zur Kontrolle vermessen
(ODe¢oo, AbSago, Absz60).

Waschen
» Das Pellet wird mit sterilem Puffer (M442 ohne C-Quelle) zweimal gewaschen.
= Nach dem Waschschritt wird das Pellet in 150 ml Puffer aufgenommen und gut

resuspendiert.

Stammlésung
= Die Zentrifugenréhrchen werden einmal mit Puffer gesplilt und diese Suspension zu

der Zellsuspension gegeben (insgesamt 300 ml). ODggo, Abs,s0 Werden gemessen!

Versuchsvorbereitung

= Die Stammlésung wird benutzt, um 1500 ml Zellsuspension mit genau
einzustellender Konzentration (5:10%) herzustellen. Das Verdiinnungsmedium ist auf
30°C vorgewarmt.

= Die 8 FlieBzellen werden mit 4 Materialien bestiickt (Bsp.: 1,2 PP; 3,4 PET; usw.)

= Nach dem Anschluss der Flasche mit der Zellsuspension wird der komplette Aufbau
geflutet und grindlich von Luftblasen befreit. (Pumpgeschwindigkeit 6,25 ml/min;
10,4:10°m-s™)



Charakterisierung der bakteriellen Adhdsion

» Fir die Phasenkontrastmikroskopie (BX50-F) wird ein spezielles Objektiv verwendet,
das eine Untersuchung in der geschlossenen FlieBzelle ermdglicht. Das 60x Universal
C-Planfluorit-Objektiv mit groBem, variablem Arbeitsabstand 1,5 bis 2,2 mm besitzt
eine variable Deckglaskorrektur 0,1 bis 1,3 mm mittels semifokusfreier Korrektur-
fassung. Das Phasenkontrastobjektiv hat eine numerische Apertur von 0,7.

= Das Einschalten der Pumpe bezeichnet den Startzeitpunkt.

Messung

= Von jeder FlieBzelle (1-8) werden zu jedem Zeitpunkt (1, 3, 5, 8, 24, 32, 48 h) zwei
reprasentative Bilder der adharierten Bakterien (links und rechts ldngs des Kanals)
aufgenommen (Bilder: 117,2 x 87,0 um). Zwei FlieBzellen enthalten jeweils die
gleichen Materialien. Somit stehen 4 Messwerte pro Zeitpunkt zur Verfigung (2
Parallelkontrollen; 2 Homogenitatskontrollen).

= Nach Beendigung der Messung werden 3 Proben aus dem Reservoir enthommen
und abschlieBend mit dem UV-Vis-Spektrometer vermessen (OD600, Abs260).
Hierdurch sollen Stérungen der Zellkonzentration (Wachstum, Absterben) iberwacht

werden.

Auswertung
» Die Auszahlung der Bakterien erfolgt mit dem Programm AnalySIS von Olympus. Die
ausgezahlten Bakterien pro Bild wurden flir das 60x Objektiv mit dem entspre-

chenden Faktor multipliziert, um die Anzahl der Zellen‘cm™ zu erhalten.

Gleichung 10: G(1) = Gy -(1—€7")

= Die flachenbezogene Zelldichte q [cm™] wird (iber der Zeit aufgetragen und eine
exponentielle Regression (Gleichung 10) verwendet, um die bendtigten kinetischen
Parameter (Qmax, B, jo) ZuU ermitteln.
Die Adhasionsgeschwindigkeit j ist der Anstieg dieser Funktion im Zeitpunkt t und

kann aus der ersten Ableitung nach t (Gleichung 11) berechnet werden.

_%4() _

—ﬂ'l‘
‘bH-e
at qmax ﬂ

Gleichung 11: Ji=4q'(?)
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Fir t=0, die initiale Adhasionsgeschwindigkeit, ist Gleichung 11 vereinfacht zu:
Gleichung 12: Jo=9'0)=q, B

Die kinetischen Parameter werden mit dem Programm SigmaPlot (Systat Software)
berechnet.

» Fir die statistische Sicherheit wurden folgende Kontrollen durchgeftihrt:
Jedes Experiment wurde dreifach wiederholt.
Pro Experiment wurde eine Parallelkontrolle des eingesetzten Materials durchgeftihrt.
Pro Zeitpunkt und FlieBzelle wurden zwei reprasentative Bilder aufgenommen und
analysiert (Homogenitatskontrolle).

Die entstandenen Messwerte wurden mit dem ,Students t-Test" ausgewertet.

2.8 Biofilmwachstum und Wachstumssimulation

Der Wachstumsversuch eines aeroben Biofilms gestaltet sich in der FlieBzelle dauBerst
schwierig. Da keine Begasung der FlieBzellen moglich ist, muss die Konzentration des
geldsten Sauerstoffs, bestimmt durch die Temperatur und den Partialdruck, in der
Medium-Vorlageflasche ausreichen, um den Biofilm in der FlieBzelle wachsen zu lassen.
Es ist jedoch wichtig die Liicke in der Biofilmentwicklung zwischen Initialadhasion und
maturiertem, produktivem Biofilm zu schlieBen. Um schnell Zugang zum Wachstums-
prozess zu bekommen, wurde eine numerische Simulation verwendet. Der Aufbau der
Algorithmen sowie die Umsetzung in eine Software erfolgte in Anlehnung an publizierte
Methoden, wie sie schon in den Arbeiten von Christian Picioreanu (Picioreanu et al.,
1998; Picioreanu et al., 2000; Picioreanu et al., 2004) erfolgreich eingesetzt wurden.

Die Startbedingungen der Simulation waren identisch mit den Startbedingungen des
Wachstumsexperiments. Ausgangspunkt flir die Bildung eines Biofilms ist stets die
Adhdsion von Organismen auf einer Oberflache, welche durch die nicht-kovalenten
Interaktionsenergien zwischen Organismus und Oberflache bestimmt wird. Damit ist
durch die Initialadhasion die wesentliche Anfangsbedingung flir eine numerische
Simulation gegeben. Sie ist in Form einer Zellmenge pro Flache (gmax auf dem
entsprechenden Materials) definiert. Dieser Wert wurde aus den experimentell
ermittelten Daten flir eine hydrophobe (PP) und eine hydrophile (B33) Oberflache

entnommen. Die weitere Entwicklung des Biofilms ist diffusionsgesteuert. Das heit die



Biofilmwachstum und Wachstumssimulation

bendtigten Nahrstoffe kdnnen lediglich infolge dieses Transportmechanismus an die
Zellen herangetragen werden (keine Konvektion). Numerisch erfolgt dieser Vorgang
durch das Losen einer Diffusionsgleichung fiir den "nicht stromenden Bereich" oberhalb
des Biofilms (CBL, Concentration Boundary Layer) sowie einer Diffusions-
Reaktionsgleichung im Biofilm selbst auf Basis der Finite Differenzen Methode (FDM)
(Picioreanu et al., 2000). Die Kinetik des Biofilmwachstums kann mittels der Methode
der zellularen Automaten (CA) simuliert werden und ist streng an experimentell
gewonnene Parameter gekoppelt (Reproduktionszeit, Nahrstoffverbrauch,... siehe 2.3
Zellkultur).

Das Ergebnis der Simulation ist ein Gittermodell, das sich direkt mit der 3D-

Rekonstruktion der CLSM Ergebnisse vergleichen lasst.

Definition Korrektur
Simulationsraum Grenzschicht
Umsetzung Berechnung
Initialadh&sion Biofilmwachstum
Einbau Lésung
Grenzschicht Gleichungssystem | ¥=———
_ Aufbau Defiqition
Gleichungssystem Randbedingungen

Abb. 22 - Umsetzung des numerischen Modells
Die Umsetzung des numerischen Modells in eine Software mit Ein- und Ausgabe-
schnittstellen erfolgte im Rahmen einer modularen Systemarchitektur (Abb. 22) und ist

im iba Heiligenstadt verfiigbar.
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2.9 HPLC

Probenentnahme und Vorbereitung fir die HPLC

In 4 Eppendorf-ReaktionsgefaBe (2 ml) wird 1 ml Acetonitril vorgelegt.

Zur Zeit der Probenentnahme werden aus jedem Kolben oder jeder Saule 1 ml Medium
zu 1 ml Acetonitril gegeben, gemischt und bei 10'000 UPM (8000xg) in einer Tisch-
zentrifuge 5 min zentrifugiert. Vom Uberstand wird 1,5 ml in ein mit Teflon-Septum

verschlossenes HPLC-Vial gefiillt und verschlossen und kiihl gelagert.

HPLC - Gerat

Entgaser:  Jasco DG-1580-53 Autosampler:  Jasco 851-AS
Mischer: Jasco LG1580-02 Saulenofen: Jasco JetstreamerPlus
Pumpe: Jasco PU-1580 Detektor: Jasco MD-2010plus
Sdule: Lichrospher 100 RP-18 5 pm 250 x 4mm von Merck

Wasser und Acetonitril flir die HPLC wurden von der Firma AppliChem GmbH bezogen.
500 ml Wasser wurde mit 1ml Phosphorsaure 85% angesduert (pH 2,2), um

Benzoesaure zu protonieren (pH 2,2).

HPLC - Untersuchung (Laufbedingungen)
isokratisch

Pufferverhaltnis: 35/65 (Acetonitril/Wasser)
pH 2,2 (2ml 80% HsPO4 pro Liter)
Flussrate: 1,5 ml/min

Temperatur des Saulenofens: 40°C
Detektor: 215nm; 0,32 PMT

Laufzeit: 17 min

Probenentnahme: 18 min

Proben Volumen: 20 pl

Die Saule wird mindestens 1h vorgeheizt und mit den Laufbedingungen gesplilt.
Als Spulmittel flir den Autosampler werden 50/50 Acetonitril/Wasser pH 7 benutzt.
Dieses Flussmittel wird auch zum finalen Spilen und zur Konservierung der Saule

benutzt. Die Laufbedingungen wurden fiir optimale Retentionszeiten von Toluol und

dessen Metabolite entwickelt (Abb. 23).
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Abb. 24 - Kalibriergeraden fiir Toluol und die vier wichtigsten Metabolite

Die HPLC-Chromatogramme werden mit der gerateinternen Software von Jasco
ausgewertet. Dabei wird die Grundlinie, der Beginn und das Ende eines Peeks mit
einem Algorithmus festgelegt und die dazugehérige Flache berechnet. Die Flache ist
direkt proportional zur Stoffmenge. Mit einer Kalibrierung kann der molare Extinktions-
koeffizient flir jede Substanz ermittelt werden (Abb. 24).
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2.10 Labor-Saulen-Bioreaktor

Als Ubergangsform zwischen den Untersuchungen in der FlieBzelle an Folien und dem
Demonstrator wurde ein Labor-Saulen-Bioreaktor (0,2l) zur Wachstums- und Abbau-
analyse eingesetzt. Der Aufbau wurde den speziellen Versuchsbedingungen angepasst
(Abb. 25). Der Strom innerhalb der Saule wird gegen die Schwerkraft (aufsteigend)
gefiihrt, um ein Verblocken durch abgeldste sedimentierende Teile des Biofilms zu
vermeiden. Die Probenentnahme ist an drei strategischen Positionen realisiert. Die erste

Probe kann direkt vor der Aufteilung des Vorlaufs entnommen werden.

Abfall
1
3-Wege- @3,17mm = 5
hahn 32ml/min 8-Kanal- 1
Wy 0

Abluft
Saulen mit|Tragermatgrial

00

3-Wege-
Zuluft i

Sampleport 92,79mm
Vorlauf 25ml/min

Spilflasche
voir| Mineral-
med!;Jm Gesamtfordervolumen
mi 100ml/min

; Toluol

Abb. 25 - Flussschema am Labor-Saulen-Bioreaktor

Swmdes yw/®
yodajdwesg

Der Fluss wird laminar durch eine Peristaltikpumpe (Ismatec IPC-
N) angetrieben. Der Vorlauf ist hierbei mit einem kleineren
Transportvolumen als der Riicklauf bemessen, sodass zusatzlich
sterile Luft aus jeder Sdule angesaugt und in der Sammelflasche
eingeblasen wird. Damit wird das Medium mit Luftsauerstoff
angereichert und gleichzeitig der Fillstand auf dem maximalen
Level gehalten. Probenentnahmestellen (Sampleports) im Vorlauf
und an den Sadulen ermdglichen die Probenentnahme flir die
HPLC. Die an der Saulenseite angebrachten Ports ermdglichen
die Entnahme auf einem Reaktionsweg von 10 cm entlang des

Reaktionsweges Uber das Festbett. Die Saulen wurden mit dem

dreidimensionalen Textiltrager als Festbett in verschiedenen Apb. 26 - 3D-Textilien

Ausrichtungen (Abb. 26) betrieben.
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2.11 Demonstrator (Aufbau)

Als praxisnahes Modell wurde der Demonstrator (1,0 ) entwickelt. In die Konstruktion
flossen die Erkenntnisse aus den Versuchen mit dem Labor-Saulen-Bioreaktor und den
FlieBzellen ein. Als einer der wichtigsten Aspekte stellte sich hierbei die Sauerstoff-
versorgung des immobilisierten Biofilms heraus. Als aerober Bioreaktor mit hoher
Leistung wird in der Abwasserreinigung gelegentlich das Wirbelbett-Verfahren
eingesetzt. Fir die textilen Trager ist es aus mechanischen Griinden ungeeignet. Eine
der friihsten Festbett-Anwendungen, besonders in der Abwasserbehandlung, ist der
Rieselbett-Reaktor. Das Rieselbettverfahren wurde, im Hinblick auf die Erfordernisse
dieser Arbeit, als bevorzugtes System fir eine Abluftreinigung eingestuft, da der
abzubauende Schadstoff sich optimal im rieselnden Wasser l6sen kann und durch den
Biofilm abgebaut wird. Beim Einsatz des Schadstoffes in der wassrigen Phase ist ein

Austreiben des fllichtigen Schadstoffs zu erwarten.

HPLC-Probe

Druckluft

Computer
Datenlogger

02' Aus-
Sensor'ass

0.- Aus
Sensor'3%

@2.79rmm
0,2mlfmin | I I |

Peristaltik-
pumpe

Abb. 27 - FlieBschema mit vier parallel betriebenen Airliftreaktoren

Bei der Verfahrensweise mit getauchtem Festbett, wie beim Labor-Saulen-Bioreaktor,
kann nicht ausreichend Sauerstoff eingetragen werden. Deshalb wurde eine Begasungs-
zone in die Konstruktion des Demonstrators eingebracht, die getrennt vom
Festbettbereich betrieben wird. Die aufsteigende Luft erzeugt eine Zwangskonvektion,

wie bei einem Airliftreaktor und treibt somit gleichzeitig den Fluss liber das Festbett an.
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Somit ist der entstandene Reaktortyp ein Hybrid zwischen Airlift-Reaktor und Biofilter
(Abb. 27).

Das System arbeitet mit vier parallel angeordneten Reaktorsaulen. Die Demonstrator-
Sdulen werden durch eine Ismatec MCP Pumpe beschickt. Auch diese Saulen regulieren
ihren Flllstand automatisch, da Abluft und Abwasser Gber einen Ausgang realisiert sind
und der Kopfbereich luftdicht verschlossen ist. Generell wurde auch dieses Experiment
so konzipiert, dass der komplette Aufbau autoklaviert und von auBen steril
abgeschlossen betrieben werden kann.

Als Sauerstoffsensoren wurden kurze, gewinkelte 12 mm (Durchmesser) Clarkzell-
Ellektroden (InPro 6800 G) der Firma Mettler-Toledo eingesetzt. Die Elektroden wurden
vor dem Versuch mit Stickstoff- (0%) beziehungsweise luftsauerstoffgesattigtem
(100%) Medium kalibriert. Wahrend des Versuches erfolgte eine Nachkalibrierung des
100%-Wertes bei verbrauchter C-Quelle.

2.11.1 Festbetteinbauten

Im Demonstrator wurden die Abstandsgewirke (Abb. 26) (PET,
PET+TG, PP) um eine 2cm (AuBendurchmesser) dicke,
dinnwandige PE Réhre gewickelt, durch die die Begasung und
der aufsteigende Strom (riser) realisiert wurde. Die
Abstandsgewirke im Mantel wurden quer zu den Polfaden im
abfallenden Strom (down comer) durchstromt.

Polyamid 6 und die modifizierte Variante dieses Materials
wurden in Form eines Effektgarns gefertigt. Um aus der
Eindimensionalitat des Garns gut durchstrombar angeordnete
Flachen zu gestalten, wurde ein Spulkdrper mit einer Héhe
von 30 cm gefertigt (Abb. 28). Durch die Anordnung der

Wickelebenen (20° zum aufsteigenden Rohr) wird der

abfallende Strom durch finf Flachen des PAG6-Effektgarns aAbb. 28 - Reaktor-

einbau zum Aufwickeln

gezwungen. von PA6-Effektgarn
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2.12 Demonstrator (Versuche)

Der Versuch wird vorbereitet, indem der sterilisierte Aufbau mit einer Vorkultur geflutet
und mit Medium aufgeflillt wird. Die Begasung erfolgt Gber Druckluft, die vor dem
Einlass sterilfiltriert wird. Nach 24 Stunden wird eine kontinuierliche Mediumzufuhr
zugeschaltet. Als Nahrmedium wird das oben beschriebene Medium M442 mit 1 ml-I*
Benzylalkohol verwendet. Die Férderrate betragt 2 ml pro Minute. Neben diesem Zulauf
an frischem Medium wird taglich 1 ml Benzylalkohol direkt in den Bioreaktor injiziert.
Um die als Biofilm wachsenden Bakterien zu begiinstigen wird alle 3 Tage das Medium
komplett abgelassen und mit frischem Medium aufgefillt und somit die submers
gewachsenen Zellen ausgewaschen. Nach zwei Wochen ist der Bioreaktor in einem
Gleichgewichtszustand, der reproduzierbare Abbauversuche ermdglicht.

Zu Versuchsbeginn wird das Medium abgelassen und der Biofilmtrager mit einer
Saulenfillung frischem Medium gesplilt. Nach dem zweiten Ablassen werden die Saulen
bis zum maximalen Fillstand beflillt. Der Demonstrator-Versuch wird als Batchprozess
durchgefiihrt. Das heiBt, es wird im Verlauf des Experiments kein Medium zugeflihrt. Es
wird sofort (Zeitpunkt 0) eine HPLC-Probe am Probenport genommen und prapariert
(2.9 - Probenentnahme und Vorbereitung flr die HPLC). Weitere Proben werden jede
Stunde genommen. Die Proben werden analysiert und der CSB der Einzelkomponenten
wird summiert. Die Abnahme der Schadstoffkonzentration (Abbauleistung) wird auf die

Oberflache des jeweils eingesetzten Tragers bezogen.
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3 Ergebnisse und Diskussionen

3.1 Beschichtungen und Bestdndigkeit

Beschichtungen sowie Grundmaterialien wurden mit Hilfe der physiko-chemischen
Charakterisierung auf ihre Bestandigkeit Uberpriift (Tabelle 3). Dabei zeigten PP, PET,
und B33 als unbeschichtete Materialien ein hohes MaB an Stabilitdit. Die auf PA6
gemessenen Kontaktwinkel unterlagen gewissen Abweichungen, die durch die vom
Polymer mehr oder weniger aufgenommene Feuchtigkeit begriindet sein kann. Auch
Alterungsprozesse des Materials (oxidativ, photooxidativ) kdénnen zu einer leichten
Veranderung der physiko-chemischen Eigenschaften gefiihrt haben. (1.6.2 - Polymere
in der Textiltechnologie)

Die Wirkung von Plasmabehandlungen auf Polymeren ist in der Literatur gut
beschrieben und konnte an den modifizierten Proben (Diener-PLASMA GmbH & Co. KG)
bestatigt werden. Im Einzelnen fihrte die Plasmabehandlungen bei geringer Wirkungs-
dauer oder Leistung erwartungsgemdB kaum zu Veranderungen in Bezug auf das
Grundmaterial. Bei starkerem Einfluss des Plasmas wurde die Oberflache stark
angegriffen, was einerseits zu der gewtinschten Veranderung der Oberfldchenspannung
aber gleichzeitig auch zu einer Erhéhung der Rauigkeit flihrte. Der Effekt auf die Topo-
graphie scheint ebenfalls in gewissem MaB in der Tiefe des Materials zu wirken. Bei der
Sterilisierung der Proben kam es haufig zu einem teilweisen Zusammenbruch oder einer
Ablésung der pordsen Schicht, was zu einer Erhéhung der Rauigkeit fuhrt. Die plasma-
modifizierten Oberflachen zeigten keine permanenten und keine reproduzierbaren
Eigenschaften und sind damit flir weitere Versuche als ungeeignet bewertet worden.

Die Textilhilfsmittel EvoSoft und EvoFin zeigen ebenfalls keine gute Bestandigkeit. Vom
Hersteller sind Pflegehinweise von 60°C beziehungsweise 40°C angegeben. Eine
thermische Sterilisation ist jedoch fiir die mikrobiologischen Experimente unumganglich.
Diese Beschichtungen schieden darauf hin ebenfalls aus. Auch die Pyrosilbeschichtung
lasst sich durch kraftiges Splilen mit Wasser entfernen und ist damit flir die Applikation
ungeeignet.

Vielversprechende Ergebnisse zeigten die nass-chemischen Behandlungen mit
Oleophobol und Tubiguard. Da jedoch die 5% Oleophobolbeschichtung eine
Oberflachenspannung ahnlich der von PP oder B33+TP zeigt, wurde auch diese von den
weiteren Versuchen ausgeschlossen. Tubiguard als stark hydrophobe Oberflachen-

beschichtung bewirkte eine stabile Modifikation der Oberflacheneigenschaften.



Beschichtungen und Bestandigkei

Tabelle 3a - Ubersicht der Beschichtungsverfahren und ihrer Bestindigkeit nach 3-facher

Autoklavierung (Rote Kastchen markieren Ausschlusskriterien.)
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Ergebnisse und Diskussionen

Tabelle 3b - Ubersicht der Beschichtungsverfahren und ihrer Bestindigkeit nach 3-facher

Autoklavierung (Rote Kastchen markieren Ausschlusskriterien.)
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Beschichtungen und Bestandigkeit

Bei den nass-chemischen Beschichtungen konnte die veranderte Chemie aufgrund der
geringen optischen Schichtdicken des jeweiligen Beschichtungsmittels nicht mit der
ATR-FTIR-Methode nachgewiesen werden (Abb. 29a, b, ¢). Die Schwingungen der CF;-
Bindung (z.B. 1149 WZ) gehen vermutlich im Signal des Grundmaterials unter. Bei der
Plasmabehandlung wird ein stark verandertes Signal detektiert (Abb. 29 d; Skala/
Banden), das auch beim Autoklavieren stabil bleibt. Jedoch sind es hier andere

Parameter, die sich wahrend der Sterilisation stark verandern (inhomogene Rauigkeiten

und Kontaktwinkel), und die damit eine Verwendung dieser Modifikation ausschlieBen.
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Abb. 29 - Beispielhafte FTIR-Spektren vor
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Aus den Screening-Experimenten zur Bestandigkeit konnten sieben Oberflachen fir
weitere, intensivere Experimente bestimmt werden. Dazu zdhlen drei textiltechnologisch

relevante Grundmaterialien (PP, PA6, PET) und eine Modifikationen auf zwei Polymeren

(PA6+Tubiguard, PET+Tubiguard).
hydrophil, B33+Tegophob - hydrophob) in die Untersuchungen aufgenommen.

-0,20

und nach Autoklavierung; a)PA6; b)PA6+TG;

Zusatzlich wurden zwei

Referenzen (B33
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Mikrobiologische Bestandigkeit - Dauertest

Bei der Uberpriifung der mikrobiologischen Bestindigkeit der Tubiguard beschichteten
Polymerfolien wurden leichte Unterschiede der Wasserkontaktwinkel vor und nach dem
Test festgestellt (Tabelle 4). Die Reduzierung des Wasserkontaktwinkels erfolgt flir
jedes der beiden Materialien um einen charakteristischen Betrag. Da dieselbe
Verschiebung bei der jeweils unbeschichteten Probe vorliegt, kann davon ausgegangen
werden, dass eventuell kleinere organische Rickstande (Proteine, EPS, ...) an der
gereinigten Probe flr die Veranderung verantwortlich sind. Diese organischen
Rlckstande besitzen vermutlich eine gewisse Polaritét und beeinflussen damit die

Hydrophilie im detektierten Sinne.

Tabelle 4 - Bestandigkeit der Beschichtung gegentiber Mikroorganismen (WKW)

PET PET+TG A PA6 PA6+TG A
neu 80,1° 117,5° 37,4° 85,6° 114,9° 29,3°
7 Tage biologischer Kontakt ~ 72,9° 111,8° 38,9° 71,3° 100,9° 29,6°
A -7,2° -5,7° -14,3° -14,0°

Die Differenz des Wasserkontaktwinkels zwischen beschichteter und unbeschichteter
Probe blieb nach der biologischen Behandlung konstant (PET>PET+TG ~38° und
PA6>PA6+TG ~29° WKW). Die Beschichtung mit Tubiguard® wird daher als duBerst

stabil gegenliber mikrobiologischen Einfllissen bewertet.
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3.2 Physiko-chemische Charakterisierung

3.2.1 AFM - Messungen

Die RMS-Rauigkeiten der Polymermaterialien lagen zwischen 3,9 (PET) und 23 nm
(PA6) (Abb. 30). Die nasschemischen Beschichtungen (Topographie nicht abgebildet)
zeigten keine signifikanten Abweichungen von den unbeschichteten Materialien.

Ein Effekt auf die Bioadhasion wird in der Literatur im Wesentlichen bei einer Rauigkeit
im MaBstab der Mikroorganismen (~1 pm) beschrieben (Taylor et al., 1998). Kleinere
Rauigkeiten (zwischen 0 und 20 nm) zeigen keinen signifikanten Einfluss auf die
bakterielle Adhasion (Li & Logan, 2004). Demzufolge kann geschlussfolgert werden,

dass die Topographie der untersuchten Polymerfolien vermutlich nur untergeordnete

Bedeutung flir die Wechselwirkung mit den Mikroorganismen hat.

Abb. 30 - 3D-Oberflachenprofile (Lénge/Weite/Hohe = 10 ym/10 upm/0,2 um) a) PA6
(RMS=23,2 nm); b) PP (RMS=4,65 nm); c) PET (RMS=3,93 nm); Die Z-Achse ist 10-fach
Uberhoht.
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3.2.2 REM - Aufnahmen

Die Rasterelektronenaufnahmen (Abb. 31) stlitzen die Aussage lber die Rauigkeit und
ihren Einfluss auf die Adhdsion. Wahrend der Praparation fir die Raster-Elektronen-
Mikroskopie zeigte sich, dass die Mikroorganismen auf PET sehr schwach adhariert
waren. Ein GroBteil der Bakterien léste sich schon durch vorsichtiges Eintauchen in die
Fixierldsungen. Wohingegen bei PP mit ahnlicher Rauigkeit eine starkere und dichtere
Adhasion beobachtet werden konnte. Bei PA6 mit der hdchsten Rauigkeit kann eine
mittlere Dichte adhdrierter Bakterien festgestellt werden, die relativ stabil gebunden
sind. Es ist also im Bezug auf die Rauigkeit kein eindeutiger Trend festzustellen.
Anzunehmen ist, dass die elektrodynamischen van der Waals Wechselwirkungen (3.2.4)
und die elektrostatischen Eigenschaften der Materialien (3.2.5) die groBten Anteile

hinsichtlich der physiko-chemischen Wechselwirkungen darstellen.

f = -
EHT = B.00 kv Signal A = SE1 Date :16 Jul 2009
WD= 95mm Signal B = SE1 Mag

EHT= 800KV  SignalA=SE1 Date :16 Jul 2009
= 200KX WD=110mm  Signal B = SE1 Mag= 200 KX
IProbe= 2pA  Apertur Size = 20.00 pm  Chamber = 8.90e-004 Pa

| Probe = 15pA Aperture Size = 20.00 ym Chamber = 1.12¢-003 Pa

C)

EHT = B.ODKY  Signal A = SE1 Date :16 Jul 2008
WD=105mm  Signal B = SE1 Mag= 2.00 KX
I|Probe= 2pA  Aperture Size = 20.00 um  Chamber = 9 256-004 Pa

Abb. 31 - REM-Aufnahmen von adharierten Zellen (nach 48h) auf a) PA6 (RMS 23,2nm), b) PP
(RMS 4,65nm) und c) PET (RMS 3,93nm)
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3.2.3 XPS - Tiefenprofil

Das aufgenommene Tiefenprofil fur die Fluoratomkonzentration lasst auf eine hohe
Konzentration von 35,3 At.-% (PA6) und 38,6 At.-% (PET) an der Oberflache schlieBen,
die dann in einer Tiefe von 2 nm auf 0% abfallt (Abb. 32). Die hohe Oberflachen-
konzentration ist ein Indiz fiir die erfolgreiche Beschichtung mit Tubiguard. Die rasche
Abnahme des Fluorsignals in der Tiefe zusammen mit der kaum veranderten RMS-
Rauheit nach der Beschichtung zeigen, dass die Schichtdicke der Fluorverbindung im
unteren nm — Bereich liegt. Wahrscheinlich liegt die Schicht als Monolayer des
Beschichtungsmittels vor. Auf der PET-Folie konnte im Vergleich zur PA6-Folie eine

geringfligig héhere Konzentration an Fluor gemessen werden.
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Abb. 32 - XPS-Tiefenprofil (Fluorsignal)

3.2.4 Kontaktwinkel und Oberflachenspannung

Glas (B33) diente bei allen Versuchen als hydrophile Referenz. Der Wasserkontaktwinkel
(WKW) auf dieser Oberflache ist nicht messbar. Die Flissigkeit benetzt das Material
durch die die starken Lewis-Saure-Basen-Wechselwirkungen vollstandig. Die weiteren
Oberflachen (drei polymere Substrate, zwei Fluorcarbonbeschichtungen und ein
siloxanbeschichtetes Glas als hydrophobe Referenz) stellen ein nahezu gleichmaBig
verteiltes Spektrum von maBig-hydrophilen (80°WKW) bis hydrophoben (118°WKW)
Oberflacheneigenschaften dar (Tabelle 5; Wasser). Der Wert des jeweiligen Kontakt-
winkels erklart sich aus dem Wechselspiel der quantenmechanisch bedingten
Dispersionswechselwirkungen und den Elektronen-Donor bzw. -Akzeptorfunktionalitaten
in Folge der Lewis-Saure-Basen-Wechselwirkungen.

Die aus allen zehn Flissigkeiten berechnete Oberflachenspannung eréffnet ein
umfassenderes Parameterfeld. Die Oberflachenspannungen, der mit Fluorverbindungen
beschichteten Materialien, zeigen sehr gute Ubereinstimmungen mit den Literatur-
werten (Clint & Wicks, 2001).
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Wahrend der Wasserkontaktwinkel, abgesehen von Glas, einen mehr hydrophoben
Bereich beschreibt, sind die Werte der Oberflachenspannung naherungsweise gleich-
maBig verteilt. Dies ist darin begriindet, das Wasser als polare Flissigkeit die polaren
Wechselwirkungsenergien einer Oberflache anspricht. Die Polymerfolien haben nahezu
keine polare Charakteristik. Die Oberflachenspannung hingegen ist ein Summen-
parameter, der die Wechselwirkungseigenschaften mit mehreren Flissigkeiten
wiedergibt.

Tabelle 5 - Kontaktwinkel und resultierende Oberflachenspannungen der analysierten
Materialien (Werte <5° stehen flr komplett benetzende Fliissigkeiten)

Material / Kontaktwinkel [°]

Flussigkeit B33 B33+TP PA6 PA6+TG PET PET+TG PP  P.putida
Wasser <5.0 100,55 856 1149 80,1 1175 106,3 65,1
Glycerin 7.5 92,0 753 1102 659 1116 98,2
Ethylenglycol <5.0 86,2 61,3 101,9 55,3 99,2 79,4 46,4
Diiodmethan 35,8 76,5 48,5 90,3 27,2 97,6 72,6 50,3
DMSO <5.0 75,8 47,0 75,5 32,2 85,4 46,0
Bromoform 9,1 57,7 26,9 73,1 10,0 87,5 22,7
Pyrol <5.0 61,8 27,5 70,1 <5.0 94,9 44,0
Brom-Naphtalen 10,7 64,1 35,0 73,0 <5.0 93,6 60,3
Hexadecan <5.0 32,1 56,5 63,3 <5.0 74,9 40,3
Formamid <5.0 91,9 20,8 95,1 59,8  106,1 93,0 57,8
Wechselwirkungsanteil Oberflachenspannung [mN-m'1]
dispers " 4220 2220 36,70 1530 4240 10,20 24,10 33,90
Lewis-Saure-Anteil vy, 31,60 0,90 3,40 0,14 2,50 0,33 0,32 20,50
Lewis-Base-Anteil v, 0,05 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,10
polar v,\? 2,51 0,00 0,35 0,07 0,30 0,11 0,20 2,86
relative Polaritat v, /v,"® 5,96% 0,00% 0,95% 044% 071% 1,13% 0,81% 8,45%
Oberflachenspannung s 447 22,2 37,0 15,4 42,7 10,3 24,3 36,8

Die Kontaktwinkel der einzelnen Flissigkeiten auf den verschiedenen Materialien sind
ein Hinweis auf die Art und Starke der nicht-kovalenten Bindung an der Grenzflache
(siehe dazu auch Tabelle 2; Abschnitt 2.2.2). Hierbei weist ein niedriger Kontaktwinkel
auf eine hohe Affinitat zwischen Messfllissigkeit und gemessenem Material hin.

Anhand der Wechselwirkungsanteile (Tabelle 5; dispersiv, polar, sauer, basisch) wird
deutlich, wie stark der Lewis-Sauren-Wechselwirkungsanteil und somit die Polaritat von
Glas (B33) ist. Die Gesamtpolaritat dieser hydrophilen Referenz ist im Vergleich zu den
Polymerfolien relativ hoch, hat aber flir die totale Oberflachenspannung nur unter-
geordnete Bedeutung. Fir die untersuchten Materialien fallen im Wesentlichen
quantenmechanisch bedingte Dispersionswechselwirkungen ins Gewicht. Elektronen-

donor- und Akzeptorwechselwirkungen spielen hier nur eine untergeordnete Rolle.
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3.2.5 Zetapotential

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Analyse der Oberflachenladung zusammengefasst.
Das gemessene Zetapotential auf der PET-Oberfliche zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit den Referenzwerten (Anwendungsbeschreibung des Gerateherstellers Anton Paar).
Wie erwartet, zeigte das gereinigte Borosilikatglas die starkste Oberflachenladung,
verursacht durch eine hohe Anzahl negativ geladener dissoziierbarer Oberflachen-
gruppen. Dem gegeniiber ist PP, im Vergleich zu den anderen Grundmaterialien (PA6,
PET), die am wenigsten negativ geladene unbeschichtete Oberflache. Die Fluor-
beschichtung bedingt nur eine geringe Reduzierung der Oberflachenladung.
Andererseits bewirkt die Silanisierung eine starke Verschiebung des Zetapotentials in
positive Richtung (isoelektrischer Punkt). Dieses Ergebnis zeigt, dass diese
Beschichtung eine noch geringer polare Oberflache bewirkt.

Tabelle 6 - Zetapotential der Materialien

Material B33 B33+TP PA6 PA6+TG PET PET+TG PP
Zeta potential [mV]

Mittelwert  -74.8 -28.33 -59.61 -52.16 -61.89 -59.2 -45.07
Standartabweichung ~ +2.3 +0.9 0.5 +4.5 +6.6 +1.8 +1.5

In Tabelle 7 ist das Zetapotential von vitalen und sterilisierten (15 min, Lysoformin)
P. putida Zellen dargestellt. Das Zetapotential ist mit -20,8 mV leicht negativ. Die Hille
der sterilisierten Zellen ist mit einem Zetapotential von -50 mV mehr als doppelt so
stark negativ. Verantwortlich dafir ist das Membranpotential, von ca. -100 mV bei
Bakterien (Guffanti et al, 1979; Van Kessel & Russell, 1992), das die tatsachlichen
Ladungen maskiert.

Tabelle 7 - Zetapotential der Bakterien

Pputida mt2 lebend inaktiviert
Zetapotential [mV] -20,8 -49.3
Durchmesser [pum] 1,089 1,569

Wahrend der Messung des Zetapotentials wird ebenfalls der Durchmesser der
Organismen erfasst. Flir die lebenden Zellen liegt der Durchmesser bei ungefahr 1 um,
fur die inaktivierten bei 1,6 um. Das Anschwellen der Zellwand wird durch den Verlust
der Funktionalitdt des Zytoskeletts und den Zusammenbruch der Zellmembran

verursacht.
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3.3 Charakterisierung der bakteriellen Adhasion

Nach der Analyse der physiko-chemischen Eigenschaften der Materialien wurde die
Interaktion mit der biologischen Komponente, den Mikroorganismen, quantifiziert. Als
Schliisselprozess wird die Bindung der durch Strémung, Sedimentation und Diffusion an
die Grenzflache getragenen Bakterien angesehen. Dieser Prozess, die Initialadhdsion,
wurde Uber einen Zeitraum von bis zu 48 Stunden untersucht.

Die Phasenkontrastbilder nach 24 Stunden zeigen an die Materialoberflache adharierte
Bakterien in Form eines homogen verteilten, mehr oder weniger dichten Monolayers
(Abb. 33). Grundsatzlich lasst sich auf den beschichteten Proben eine hdhere Zelldichte

beobachten, verglichen mit den unbeschichteten Proben.
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Abb. 33 - Reprasentative Phasenkontrastbilder nach 24 h. a) B33; b) B33+TP; c) PA6; d)
PA6+TG; e) PET; f) PET+TG; g) PP; h) MaBstab; In den Polymerfolien kdénnen typische
Einschliisse beobachtet werden. (ObjektivveraréBerung 60x; OkularvergroBerung 2x)

Wahrend auf dem gereinigten Glas nur ein paar vereinzelte Bakterien Kontakt mit der
Oberfléche haben, ist die modifizierte Variante (Tegophobe®) zu ungefihr zwei Dritteln
belegt. Eine ahnlich dichte Zellschicht etablierte sich auf PP. Die dhnliche Chemie
(Methyl- bzw. Ethylgruppen) der Oberflache lieB dieses Ergebnis erwarten. Die Abb.
33 c und e zeigen mittlere Bedeckungsgrade auf PA6 und PET. Auf den modifizierten
Flachen dieser Polymere adhdrierten geringfiigig mehr Bakterien. Die extrem unter-
schiedlichen Zelldichten auf Glas im Vergleich zu einer Oberflache mit Fluor-
charakteristik wurden von Jucker (Jucker et al., 1996) ebenfalls beobachtet. In dieser
Arbeit zeigten die Autoren eine hdhere Bindeeffizienz von P. putida auf Teflon
verglichen mit Glas. Die in Abb. 33 dargestellten mikroskopischen Befunde zeigen
speziell fir hydrophobe Oberflachen (PP, B33+TP) einen noch nicht abgeschlossenen

Vorgang. Ein Vergleich ist nur trendweise mdglich. Der vollstdndige Prozess des
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Adhasionsexperiments Uber 48 Stunden ist in Abb. 34 dargestellt. Dabei wird die
geometrisch maximal mdgliche Zelldichte (3,3:10” cm™) an der Materialoberfliche, mit
einer Zellkonzentration von 5:10% ml™ im berstrdmenden Medium, nicht erreicht. Mit
diesem Befund konnte eine Limitierung durch die Flache als Bindungspartner
ausgeschlossen werden. Die kinetischen Parameter wurden also im messbaren Bereich
erfasst. Die Zeit in der die maximale Zellzelldichte der Oberflache (gmax) erreicht wird,
wird durch B ausgedriickt. Materialien mit einer geringeren Zelldichte im stationdren
Zustand, wie B33, erreichen diese Zelldichte in kirzerer Zeit (groBere Akkumulations-
rate; B) und umgekehrt. Ob dieser stationare Zustand ein dynamisches Gleichgewicht
(Equilibrium) darstellt, wurde bisher noch nicht abschlieBend geklart (Bos et al., 1999)
(Siehe Abschnitt 3.5.1).
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Abb. 34 - Zeitabhangige Akkumulation von Zellen an der Oberflache mit konstanter Zell-
konzentration in der Uberstromenden Fllssigkeit; leere Symbole sind unbeschichtete Grund-
materialien, geflillte Symbole Beschichtungen, Linien zeigen die Fit-Funktion flir das Experiment
(Gleichung 10)

Abb. 34 a zeigt die Entwicklung der Zellakkumulation an der Oberflache flir unbe-
schichtete Materialien. Auf PP erreichen die Zellen verglichen mit den anderen
Materialien dabei die héchste Dichte (PA6>PET>B33). Wahrend der Adhdsionsprozess
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auf Glas schon nach 24h abgeschlossen ist, wird der stationdre Zustand auf dem
beschichteten Glas erst nach 48h erreicht Abb. 34 b. Die Zellzahl auf Tegophobe
beschichtetem Glas nach 48h ist vierfach hoher, als auf gereinigtem unbeschichtetem
Glas. Vergleichbar mit den Bildern in Abb. 33 zeigt sich die Situation fir die
beschichteten Polymerfolien und die dazugehdrigen Grundmaterialien (PA6, PET; Abb.
34 c und d). PA6 und PET zeigen mittlere Zelldichten an der Grenzflache. Auf den
beschichteten Folien konnte eine etwas starkere Material-Mikroorganismen-Interaktion
beobachtet werden. Die Ergebnisse flr die unbeschichteten Materialien liegen im
Bereich von Literaturwerten (Gottenbos, 2001). Die Beschichtung mit einer chemisch
identischen Verbindung (Tubiguard®68)  filhrt zu unterschiedlichen biologischen
Befunden, die weder mit der Fluorkonzentration an der Oberflache noch mit der
Oberflachenspannung in einem linearen Verhaltnis stehen. Ein Hinweis auf die Ursache
gibt das, unter 3.4.2 diskutierte, unterschiedlich starke Zetapotential. In Tabelle 8 sind

die kinetischen Parameter fiir alle untersuchten Materialien zusammengefasst.

Tabelle 8 - Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Initialadhdsion auf Materialien
und Beschichtungen; Die Oberflachenenergie ist zur Orientierung angegeben.

B33 B33+TP PA6 PA6+TG PET PET+1G PP
vs [MN*m™] 44,7 22.3 37.0 15.4 42.7 10.3 24.3
Omax [10%cm™] 6.6 £1.5 24,5 £7.3 157 £1.8 22.2 +3.5 134 2.3 169 +2.7 28.1 £3.0
B[] 0.15 £0.03 0.07 £0.02 0.12 +£0.02 0.10 £0.01 0.13 £0.07 0.12 £0.04 0.06 +0.01
jo [em™*s™] 273 500 519 624 484 548 505

Die generell hdchste Zellbelegung (qmax) Wird mit ungefihr 28:10° cm™ auf PP erreicht.
Auf einem ahnlich hohen Level ist die Zelldichte auf dem beschichteten Glas (B33+TP)
mit ca. 25-10° cm™. Wie oben schon ausgefiihrt, ist die chemische Natur von PP mit der
der Beschichtung (Tegophobe®) vergleichbar (Methyl-, Ethylgruppen), worin die
gleichartige Affinitat der Mikroorganismen zur Oberflache begriindet ist. Diese hohe
Zelldichte entspricht dem drei- bis vierfachen des niedrigsten gemessenen Wertes
6,6°10° cm™ auf dem unbeschichteten Glas (B33).

Der Zusammenhang zwischen hohem Qmax und niedrigem B, verknipft durch den
Parameter jo, kann wieder sehr deutlich beobachtet werden.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sowohl die
quantenmechanisch bedingten, dispersiven van der Waals-Wechselwirkungen als auch

die elektrostatischen Wechselwirkungen die Initialadhdsion maBgeblich beeinflussen.
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Gottenbos (Gottenbos, 2001) analysierte auf @hnliche Art und Weise die kinetischen
Parameter der Adhdsion von Pseudomonas aeruginosa. Die Zellkonzentration im
Uberstand war bei seinen Experimenten 3-10% ml?. In dieser Arbeit wurden initiale
Adhasionsgeschwindigkeiten (jo) von 360 cm™?'s? fiir PP, 320 cm?'s? fiir PET und
260 cm™'s™ fiir Glas bestimmt. Somit liegen die gemessenen Werte dieser Arbeit im

Bereich der publizierten Daten.

3.4 Korrelation der bakteriellen Adhasion mit der Physiko-
Chemie der Oberflache

3.4.1 Korrelation der Parameter der Initialadhdasion mit der Oberflachen-
spannung

Die maximale Anzahl adharierter Zellen (gmax) ist auf hoch-energetischen Oberflachen

(hohe Oberflachenspannung; B33, PET, PA6) lberwiegend niedriger als auf niedrig-

energetischen Oberflachen. Dabei stellt sich ein Maximum im Bereich um PP und

B33+TP ein. Hohere und niedrigere Oberflachenspannung der Substrate bedingen eine

geringere Zelldichte an der Oberflédche (Abb. 35).
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Abb. 35 - Korrelation zwischen Oberflachenspannung und der Zelldichte im Gleichgewicht
Omax; Dreiecke sind Grundmaterialien, Vierecke Beschichtungen, Die gestrichelte Linie
reprasentiert ein mogliche Fit-Funktion.

Um diesen Befund mathematisch zu beschreiben, ist eine symmetrische Funktion mit
einem Maximum am besten geeignet. Die einfachste Form dieser Art ist eine
quadratische Funktion zweiten Grades, die Parabel .Der Parameter jg ist ein Proportio-

nalitatsfaktor zwischen gmax und B (Gleichung 12), was die umgekehrte, nach oben
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getffnete Form fir B erklart (Abb. 36). Ebenfalls aus diesem Zusammenhang ist
vorstellbar, dass die Symmetrieachse der Parabel durch die linearen Funktion von j

(Abb. 38) reprasentiert wird.
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Abb. 36 - Korrelation zwischen Oberflachenspannung und dem exponentiellen Akkumula-
tionsfaktor B; Dreiecke sind Grundmaterialien, Vierecke Beschichtungen, Die gestrichelte Linie
reprasentiert ein maogliche Fit-Funktion.

Die Parameter flr diese Fit-Funktion wurden flir die aufgetragenen Datenbereiche
jeweils flir die gmax- und B-Daten ermittelt. Das Maximum der Funktion von gmax liegt
bei 24,3 mN'm™. Fir B liegt das Minimum bei 25,1 mN'm™. Der Mittelwert ist
24,7 mN'm™.. Das Material, das am néchsten an diesem Wert liegt ist PP 24,3 mN'm™.
Die Mdglichkeit eines Optimums wurde in einem Review-Artikel von Vogler (Vogler,
1999) erstmals erwahnt. Die Barriere-Wirkung hydrophiler, hochenergetischer
Oberflachen ist eingehend beschrieben. Die verminderte Adhdsion wird durch die
Bildung eines hoch geordneten Wassernetzwerkes nahe der Grenzflache begriindet.
Dieses Wassernetzwerk erstreckt sich relativ weit in die Uberstehende Flissigkeit und
bildet eine sogenannte ,exclusion zone", durch die nicht nur Ionen und Farbstoff-
molekiile, sondern auch Bakterien ausgegrenzt werden kdénnen (Zheng et al., 2006).
Auch werden Mechanismen beschrieben, bei denen die AbstoBung auf entropische
Effekte an der ersten Wasserschicht (ber der Oberflache zurickgefiihrt wird
(Israelachvili, 1996).

Flir niedrigenergetische Oberflachen ist die Erkldrung der beobachteten Phdanomene
schwieriger. An hydrophoben Oberflachen wird eine weniger dichte, sehr diinne
Wasserstruktur beschrieben (Tarasevich, 2011). Die abnehmende Dichte des , depletion

layers™ (0,4 g-cm™ bei 0,5 nm) ist gleichzusetzen mit einer gaséhnlichen Schicht direkt
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Uber der hydrophoben Grenzflache. Die Ergebnisse einiger Arbeiten lieBen deren
Autoren sogar vermuten, dass diese Ausdinnung direkt an der Grenzflache zu einem
kavitatartigem Film, einem ,dry layer" flihren kénnte (Lum et a/., 1999). Indiz fir eine
vakuumahnliche Sperrschicht ist die Beobachtung einer thermischen Isolierung (Ge et
al., 2006).

Hypothese des Autors ber die hydrophobe Barriere

An Oberflachen, an denen die Grenzflachenspannung viel niedriger ist als die
Oberflachenspannung der lberstehenden Flissigkeit (hydrophobe Flache), besitzen die
Fllssigkeitsmolekiile nach der (erzwungenen) Adhdsionsreaktion mehr Energie, die
durch Warme aus dem System abgezogen wurde. Die Molekiile nehmen dabei, analog
zum hydrophilen Gitter (exclusion zone), die Konfiguration mit mdglichst niedrigster
Energie ein. Unter der Annahme, dass es fur Wasser nur EIN Minimum gibt, sind alle
Wassermolekiile der Grenzschicht in gleicher Weise ausgerichtet. Die nachfolgenden
Wassermolekiile richten sich an den fest ausgerichteten Grenzflachenmolekiilen,
verknlpft durch Wasserstoffbriickenbindungen, aus und bilden damit &hnlich dem
hydrophilen Wassernetzwerk eine Matrix mit erhdhter Ordnung, die ebenfalls als

Barriere fungieren kdnnte.
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Abb. 37 - Korrelation von gmax mit der Oberflachenspannung;
mit zwei theoretischen Nullpunkten (0 und 72,8mN/m);
rot: Einfluss des , Depletion layers"; griin: Einfluss der ,Exclusion zone"

Die hydrophobe Barriere wird umso stabiler, je héher der Unterschied zwischen der

Grenzflachenspannung des Materials und der Oberflachenspannung der Fliissigkeit ist.
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Die Parabel wurde als geeignete Funktion wegen ihrer wenigen Parameter und der
Eigenschaft des einen Extremums verwendet. Das tatsachliche Modell setzt sich
vermutlich aus den Barrierefunktionen von depletion layer und exclusion zone
zusammen (Abb. 37). In diese Skizze wurden zwei zusatzliche theoretische Passpunkte
(0 mN/m; 72,8 mN/m als Oberflachenspannung des Wasser) verwendet, bei denen die
Wirkungen der Barrieren maximal werden. Ein Indiz fir dieses Modell ist der
Zusammenhang der Funktionsform und der abnehmenden Dichte der hydrophilen

exclusion zone bei zunehmender Dicke der exclusion zone (rechter Bereich).

3.4.1 Korrelation der Parameter der Initialadhdsion mit der Oberflachenspannung
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Abb. 38 - Korrelation zwischen Oberflachenspannung und der initialen Adhdsions-
geschwindigkeit jo; Dreiecke sind Grundmaterialien, Vierecke Beschichtungen, Die
gestrichelte Linie reprasentiert ein mogliche Fit-Funktion.

Die initiale Adhasionsgeschwindigkeit (jo) steht mit der Oberflachenspannung in
linearem Verhaltnis (Abb. 38). Je niedriger die Oberflachenspannung, desto héher die
initiale Adhasionsgeschwindigkeit. Literaturdaten (Gottenbos, 2001) lassen vermuten,
dass jo eine spezies-spezifische Konstante ist, welche grdBtenteils abhangig von der
PartikelgréBe, Form und Motilitat ist. AP. aeruginosa hat, wie oben beschrieben,
Adhasionsgeschwindigkeiten im ahnlichen Bereich wie P. putida. Staphylococcus
epidermidis hat eine 10-fach hohere initiale Adhasionsgeschwindigkeit unter gleichen
sonstigen Bedingungen. Eigene Beobachtungen aus Vorexperimenten zeigen, dass
auBerdem Temperatur, FlieBgeschwindigkeit, extrazelluldre Proteine und natirlich die
Partikelkonzentration (Abb. 42) einen groBen Einfluss haben. Fir ein lineares Verhaltnis

von jo und der Oberflachenspannung ergeben sich ein Schnittpunkt mit der Y-Achse bei
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656 cm™?'s® und ein Schnittpunkt mit der X-Achse bei 106 mN'm™ (Abb. 38).
Theoretische Oberflichen mit einer Oberfldchenspannung >106 mN'm™ wiirden keine
Adhésion mehr zulassen.

Eine der wichtigsten Erkenntnisse aus diesen Experimenten ist die Einordnung der
Bedeutung der Parameter der Initialadhasion. Der Parameter jj ist nahezu konstant und
wahrscheinlich starker abhangig von der Art des Partikel als von der Beschaffenheit der
Oberflache. (Siehe dazu auch 3.5) Der Parameter B ist durch jo abhdngig von gmax. Die
maximale Zellbelegung auf einem Material (gmax) bei einer bestimmten Volumen-
konzentration ist der Parameter, der eine Aussage Uber die Startbedingungen fiir das

Biofilmwachstum treffen lasst.

3.4.2 Korrelation der Parameter der Initialadhdasion mit dem Zetapotential
Im Vergleich zur Korrelation mit der Oberflachenspannung haben alle drei Parameter
der Initialadhasion einen ungefdhr linearen Zusammenhang mit dem Zetapotential
(Abb. 39). Die geringste Flachenbedeckung im stationaren Zustand lasst sich auf Glas
(B33) beobachten. Diese Oberflache weist ebenfalls das niedrigste Zetapotential
(-74,8mV) auf. Dem gegenliber lasst das siloxanbeschichtete Glas mit dem geringsten
elektronegativen Oberflachepotential die meisten Zellen adhérieren. Die Reduktion der
elektrostatischen AbstoBung durch die Fluorkarbonbeschichtung der Polymerfolien (PET,
PA6) bewirkt eine etwas starkere Adhdsion der Bakterien. Vergleichbare Korrelationen
wurden von Busscher (Busscher et al.,, 2008) veroffentlicht. Dariliber hinaus kann auch
hier das reziproke Verhaltnis von gmax und B beobachtet werden (Abb. 39).

Bei der Analyse der bakteriellen Oberflachenladung von P. species wurde diese oft als
mittelmaBig stark negativ charakterisiert. Das negative Oberflachenpotential von A.
putida (KT2442) wird von Abu-Lail mit -17,3 mV angegeben (Abu-Lail & Camesano,
2002). Hwang analysierte das Zetapotential und die Hydrophobizitat von P. putida in
Abhangigkeit von der Verfligbarkeit der aromatischen C-Quelle. Dabei sinkt das
Zetapotential (-29,9 mV auf +2,76mV) des stoffwechselaktiven hydrophoben Stammes
bei der Anwesenheit von Naphtalin (Hwang et al, 2008). Fiir den in dieser Arbeit
verwendeten Stamm (P. putida mt2; DSM 3931) wurde mittels der Messung der
elektrophoretischen Mobilitdt ein Zetapotential von -20,8 mV ermittelt (Tabelle 7).
Dieser Wert zeigt gute Ubereinstimmung mit den publizierten Ergebnissen anderer

Gruppen (Rijnaarts et al., 1999).
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Abb. 39 - Korrelation zwischen Zetapotential und den Schliisselparametern der initialen
Zelladhasion; Dreiecke stehen flir Grundmaterialien, Vierecke fiir Beschichtungen. Die
gestrichelten Linien reprasentieren mogliche Fit-Funktionen.



Exkurs: Dissoziationskonstante von P.putida auf PA6

Das Zetapotential der beschichteten und unbeschichteten Materialien ist ebenfalls
negativ. Folglich kann eine elektrostatische AbstoBung der Bakterien erwartet werden.
Besonders in niedrig konzentrierten, wassrigen Medien (geringe Ionenstdrke) gewinnt
der Einfluss der elektrostatischen Wechselwirkungen an Bedeutung fir die
Initialadhasion (Busscher et al., 2008; Jucker et al., 1996). Im verwendeten Medium ist
die Ionenstarke 37 mMol (Konzentrationen siehe 2.3). Also sind die Effekte nur gering,
aber vorhanden. Zur Einordnung - liegt die Ionenstarke fiir physiologische Kochsalz-
I6sung bei 154mMol und die von Trinkwasser, je nach Harte, bei ca. 5mMol.

Die empirisch gewonnenen Daten der Initialadhdsion weisen einen tendenziell linearen
Zusammenhang mit dem Zetapotentials auf. Der Einfluss der anderen physiko-
chemischen Wechselwirkungskrafte auf jo ist vermutlich starker als der Einfluss des
Zetapotentials. Die beobachteten Trends im Bezug auf gmax und jo wurden in ahnlicher
Weise publiziert (van Merode et al., 2008).

Zusammenfassend deuten die gezeigten Ergebnisse darauf hin, dass die Initialadhdsion
auf den ausgewahlten Materialien von dispersiven van der Waals Wechselwirkungen

bestimmt und nur zum Teil durch elektrostatische Krafte beeinflusst werden.
3.5 Exkurs: Dissoziationskonstante von P.putida auf PA6

3.5.1 Dynamisches Gleichgewicht

Ob Qgmax, als stationdre Zustand der Zellbelegung, ein dynamisches Gleichgewicht
(Equilibrium) darstellt ist noch nicht geklart (Bos et al, 1999). Bis heute gibt es nur
wenige Untersuchungen in dieser Richtung. Wahrscheinlich ist, dass kurze Zeit nach
einer reversiblen Bindung aktive Prozesse der Mikroorganismen eine irreversible
Bindung verursachen (Busscher & van der Mei, 2006). Unter der Annahme, dass die
Initialadhasion von Bakterien in den Versuchen ahnlich einer Ligand-Rezeptor-Bindung
erfolgt, lasst sich der Prozess mit einer Funktion analog der Michaelis-Menten-Gleichung
darstellen. Dazu wurde ein Material mit einer mittleren Belegungsdichte im normalen
Versuchsrahmen ausgewahlt (PA6) und der Versuch zur Initialadhdsion mit verschie-
denen, relativ hohen Bakterienkonzentrationen durchgefiihrt.

Abb. 40a zeigt auf der linken Seite den zeitlichen Verlauf der Initialadhdsion mit der
exponentiellen Regressionsfunktion (Gleichung 10). Fir die unterschiedlichen Konzent-

rationen wurden gmax Werte in regelmdBigen Abstanden gemessen. Der hdchste Wert,
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mit einem Qmax Wert von ~4:10” cm™, séttigt die Oberfliche zu ~100%. Héhere

Zellkonzentrationen sind nicht mit Sicherheit exakt messbar, da sie den Messbereich

Uberschreiten.
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Abb. 40 - a: Initialadhdsion bei verschiedenen Konzentrationen im Medium (Quasi-Substrat);
b: gmax Uber der Zellkonzentration; Versuchsmaterial ist PA6

Auf der rechten Seite (Abb. 40b) sind die Zelldichten im stationaren Zustand Uber der
jeweiligen Zellkonzentration im Uberstromenden Medium mit der Michaelis-Menten-
Gleichung als Regressionsfunktion aufgetragen. Die ermittelten Werte passen sehr gut
in das kinetische Modell (R2=98,72%). Die Halbsattigungskonzentration liegt bei
1,23:10° mI* und die theoretisch, maximale Zelldichte betragt 5,3:10” cm™. Diese
Halbsattigungskonzentration ist vermutlich stark von den Materialeigenschaften
beeinflusst. Die gemessene maximale Zellkonzentration an der Oberflache wirde flr
jedes Bakterium (inklusive aller seiner auBeren Zellwandbestandteile) einen Platz von
0,73 x 0,73 um (0,53 pm?2) bedeuten (P. putida 0,5 pm @ x 1,1 ym = 0,55 pm?2).
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Abb. 41 - Einfluss der Bakterienkonzentration auf die Kinetik mit (A) dynamischem

Gleichgewicht und (B) stationaren Endpunktes
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Es spricht Vieles fir ein dynamisches Gleichgewicht. Eine irreversible Adhasionsreaktion
ist dadurch gekennzeichnet, dass sie immer im selben Maximum endet (Abb. 41 B). Bei
kleineren Zellkonzentrationen im Medium stellt sich diese maximale Belegung nur spater
ein. Bei einem dynamischen Gleichgewicht ist die Zeitkonstante vergleichbar mit der
irreversiblen Adhdsion aber sie endet in einer niedrigeren Zellkonzentration an der
Oberflache (Abb. 41 A). Dieses Maximum kann nur durch das dynamische Abldsen
adharierter Zellen auf dem jeweiligen Level gehalten werden. Um den dynamischen
Austausch adharierter Zellen absolut zu beweisen, kénnte ein weiteres Experiment mit

fluoreszenzmarkierten Partikeln durchgefiihrt werden.

3.5.2 Adhasionsgeschwindigkeit
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Abb. 42 - Abhangigkeit der initialen Adhasions-
geschwindigkeit j, von der Zellkonzentration;
Versuchsmaterial ist PA6

nigung=5,90-10"7 cm*:cm™'s!) ist
wahrscheinlich hauptsachlich abhangig
von der GroBe und Beschaffenheit der Mikroorganismen (Diffusionskonstante). Dartiber
hinaus kommen Einfllisse von attraktiven und repulsiven Wechselwirkungen, die von

den physiko-chemischen Eigenschaften der Oberflache verursacht werden zum tragen.

3.6 Wachstumsversuche

Die Simulation ist eine Moglichkeit der Abbildung der Entstehungsprozesse des Biofilms.
Sie erganzt das Experiment und versucht das Wachstumsverhalten des Biofilms nach
der Initialadhasion mit unterschiedlich dichter Zellbelegung zu erklaren. Diese Unter-

suchung stellt das Bindeglied zwischen den Ergebnissen der Initialadhasion und den
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Abbauergebnissen im Demonstrator dar und soll bei der Interpretation der beob-
achteten Zusammenhange helfen. Die Parameter im Versuch sind dabei identisch mit

den Simulationsparametern.

3.6.1 Numerische Simulation

Die aus den Versuchen zur Initialadhdsion entnommenen Startwerte der Zellkonzentra-
tion auf der Oberfladche (gmax) wurden beispielhaft fiir die Zellbelegung auf einem
Material mit hoher (hydrophob, PP) und mit niedriger (hydrophil, B33) Oberflachen-
spannung verwendet. Nach der Wachstumssimulation konnte eine héhere Porositat des
Biofilms bei geringer initialer Zelldichte beobachtet werden. Dem gegeniber war das
Ergebnis bei hdherer initialer Zelldichte ein mehr zusammenhangender, glatter Biofilm
(Abb. 43 a, b).

Ahnliche Beobachtungen konnten bei den CLSM-Rekonstruktionen der in FlieBzellen
kultivierten Biofilme gemacht werden (Abb. 43 ¢, d). Die Zellen und Mikrokolonien auf
der Polypropylenfolie besiedeln die Oberflache zwar in einer héheren Dichte, aber die
Dicke der Zellaggregate (Cluster) ist deutlich niedriger. Das Gegenteil ist auf der
Glasoberflache zu sehen. Ungefdhr ein Drittel der Flache ist frei von Zellen. Auf den
anderen Bereichen sind mehrere Zellschichten hohe Cluster (Multilayer) zu finden.

Die gesamte Biomasse ist im 3-w6chigen Experiment im Gegensatz zum Simulations-
ergebnis sehr gering. Dies ist auf den Versuchsaufbau zurtickzufiihren. Limitierend ist in
der FlieBzelle offensichtlich die Konzentration an geldéstem Sauerstoff. Ein GroBteil, des
vor dem Sterilfilter im Medium vorliegenden Luftsauerstoffs (8 mg:I™"), wird auf dem
Weg zu den FlieBzellen von submers wachsenden Zellen und dem Biofilm in den
Schlduchen konsumiert, sodass im Beobachtungsraum der FlieBzelle nur noch geringe
Konzentrationen vorliegen. Eine entsprechende Uberschlagsrechnung wurde auf der
Basis der Wachstumskinetik (Abb. 13), der FlieBgeschwindigkeit und den gemessenen
Volumina (Abb. 21) durchgefiihrt. Somit geben die Ergebnisse der Simulation, eine
besseren Hinweis fiir die Aussagen Uber den normalen, unlimitierten Wachstums-

prozess, als das Experiment.
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Hydrophiles Substrat (Glas-B33) Hydrophobes Substrat (Polypropylen)

Simulationsergebnis
a) b)

CLSM - Ergebnis
c) d)

Abb. 43 - Vergleich der Simulationsergebnisse (a: niedrig Zelldichte, b: hohe Zelldichte) mit
reellen Messwerten auf verschiedenen Materialien (c: B33 .d: PP)

3.6.2 Porositat - Versorgung - Biofilmwachstum

Reelle Biofilmproben aus dem Airliftreaktor (3.9) zeigen, dass sehr viel dickere Biofilme
bei ausreichender Versorgung mit Sauerstoff mdglich sind (Abb. 44). Die Porositat @ ist

hier wie folgt definiert:

Gleichung 13: O=-2_L

mit Vk dem Reaktorvolumen und Vr dem Tragervolumen ohne Biofilm

Bei einer Porositat des Tragers von ~90 %, wie bei dem benutzten PP-Abstandsgewirk,
entstehen Biofilme mit einer Dicke von 15-30 um. Bei einer geringeren Tragerdichte
(94% Porositat) entstehen 30-45 um dicke Biofilme (PET, PET+TG). Bei einer Porositat
von 99%, wie bei den PA6-Effektgarnen (Spulenkorper, Abb. 28), wird eine Dicke des
Biofilms von 75-90 um erreicht (Abb. 45). Die im Vergleich zu natirlichem Biofilm
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geringen Dicken sind darin begriindet, dass es sich bei dem in dieser Arbeit
untersuchten Biofilm um einen Single-Species-Biofilm handelt und kein Uberwachsen

mit Pilzen und anderen Bakterienspezies erfolgt.

PET+TG (0=94%) PP (©=90%) PAG+TG (0=99%)

Abb. 44 - Biofilm auf verschieden pordsen Textiltragern (1 Kastcheneinheit = 15,9 pm);
Probenentnahme in der Mitte des Festbettbereichs (x und z)

Die Porositat beeinflusst den hydraulischen Widerstand des Tragers. Bei einem
konstanten Antrieb durch eine Pumpe wiirde ein héherer Widerstand einen gréBeren
Fluss oder héheren Druck bewirken. Beim Antrieb der Konvektion durch den Airlift kann
das Festbett den Fluss stark verlangsamen, da diese Antriebsart nach dem Prinzip einer
Stromungspumpe arbeitet. Damit ist die Porositdt des Festbettes ebenfalls eine
KenngrdBe fiir die Versorgungsparameter (Nahr- und Sauerstoffkonzentration an der
Grenzflache zum Biofilm). Die Fit-Funktionen in Abb. 45 zeigen deutliche Zusammen-
hange zwischen der Biofilmdicke® und der Porositit.

Zusammenfassend wird im stationaren Zustand der Biofilmentwicklung die Dicke des
maturierten Biofilms nicht signifikant von physiko-chemischen Eigenschaften bestimmt,
sondern von der Struktur des Tragers und der dadurch bedingten besser oder schlech-
teren Versorgung mit Nahr- und Sauerstoff. Ein direkter Vergleich mit verschiedenen

Strukturen (Porositaten) und demselben Material wurde nicht durchgefiihrt.

® Die Biofilmdicke wurde im Experiment durch das flichenbezogene Feuchtgewicht bestimmt. Da die
Dichte des Biofilms mit 1g/cm3 angenommen wird, entspricht die Einheit g/m2 der Dicke in pm. _



Schadstoffadsorption an Materialoberflachen

Offensichtlich besteht ein Schwellwert beziiglich der Dicke des Biofilms, bis zu dem der
Einfluss physiko-chemischer Eigenschaften bestimmbar ist. Maturierte Biofilme hingegen
weisen einen stationdren Zustand auf, der in der Regel nicht mehr von den physiko-
chemischen Eigenschaften des Substratmaterials abhangt.

a) b)

105 105,0

90,0 {
75,0 *E
60,0 {
45,0 *E

30,0

15,0

durchschnittliche Biofilmdicke [um]
durchschnittliche Biofilmdicke [um]

T T T 0’0
0 1000 2000 3000 4000 5000 85% 88% 91% 94%  97% 100%

spezif.Oberflache [m?/m3] Porositat [m3/m?]

Abb. 45 - Hohe des aufgewachsenen Biofilms nach vier Wochen im Verhaltnis zur a) Porositat
des Tragermaterials und b) spezifischen Oberflache; 1ml Benzylalkohol pro Liter

3.7 Schadstoffadsorption an Materialoberflachen

Dieses Sondierungsexperiment wurde durchgefihrt, um den Verdacht der Adsorption
von Schadstoffen an den Materialoberflachen und das Eindringen in das Polymer-
netzwerk zu untersuchen. Man sieht Uber die Zeit von 12h einen kleinen Teil des
Benzylalkohols durch die Begasung verdampfen (Tabelle 9; leere Saule). Die Adsorption

an oder in die Polymere liegt im Bereich von 2% Vol.

Tabelle 9 - Adsorptionstest von Benzylalkohol an textilen Tragern im Demonstratoraufbau;
Flache ~2m2; Vorlage 1ml/l; Laufzeit 12h; RT; Begasungsdurchmischung; steril

Saule 1 2 3 4 Mittel [mIl]  Standard-
Material PET PP PAG+TG leer | abweichung
RT 2,817 2,817 2,817 2,825 -->Benzylalkohol ident.
Konzentration [mi/l] 0,903 0,924 0,882 0,916 0,906 2,0%

Polyamid, mit der kleinsten Benzylalkohol-Restkonzentration im liberstehenden Medium,
wird als quellfahig in Wasser beschrieben (Saremba et al., 1998). Es ist mdglich, dass
der Schadstoff mit dem Wasser in das Polymer eindringt. Die hdhere Konzentration in

der Saule mit PP als Matrix kann durch die niedrige Porositdt (90%) erklart werden. Die
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Begasungszone in den festbettgerlisteten Saulen ist geringer (12%) als in der leeren
Sdule. Damit ist der Luftkontakt, mit dem der aromatische Schadstoff teilweise
ausgetrieben wird, weniger intensiv.

Vermutlich findet der Prozess des Verdampfens in hdherem MaB als die Adsorption
statt. Beide Prozesse zusammen verringern jedoch die Schadstoffkonzentration
wahrend des Abbauversuchs (fir ca. 24h) in einem vernachlassigbaren MaB, im

Vergleich zum Abbau durch die Mikroorganismen.

3.8 Labor-Saulen-Bioreaktor

Der Labor-Saulen-Bioreaktor wurde nicht aktiv begast. Der Vorteil ist, das Toluol direkt
eingesetzt werden konnte und kein Austreiben durch die Begasung beflirchtet werden
musste. Fiir den aeroben Abbau stand hier jedoch nur der in der sterilen Vorratsflasche

geldste Luft-Sauerstoff zur Verfligung.

3,50

———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— < 100%
3,00 - »

2,50 - 1 80%

2,00 ; 60%

1,50

Toluol [mM]

1 40%
1,00 - :

0,50 - 0B

0,00 - . ‘ 0%
Vorlauf Saule 1 Saule 2 Saule 3 Saule 4 (NK)
(PET+TG)  (PET) (PP)

O Vorlauf M Saulen unterer Messpunkt 1 Saulen oberer Messpunkt

Abb. 46 - Abbau von Toluol im Saulenreaktor; Vorlage 3,5 mM Toluol

Die Ergebnisse der Probenentnahme und der Analyse sind in Abb. 46 zusammengefasst.
Die vorgegebene Toluolkonzentration von 30 pl*I? (~3,5 mM) wird auf dem Weg zum
ersten Wegpunkt (Probenpunkt Vorlauf) durch die in den Schldauchen anhaftenden
Mikroorganismen auf ca. 3,2 mM gesenkt. Schon auf dem weiteren Weg zur ersten
Probenentnahmestelle in der jeweiligen Saule werden weitere 10-20% abgebaut.

Auf der eigentlichen Versuchsstrecke von 10 cm (10 cm Hoéhe; 4,5 cm DM; V=159 ml)
wird vergleichsweise nur noch wenig Schadstoff abgebaut. Vermutlich handelt es sich
hier auch nicht um einen Abbau, sondern um eine Pufferung des Schadstoffs in den

Biopolymeren des vorliegenden Biofilms. Ein Indiz ist die véllig ausbleibende Absenkung
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der Konzentration in der Saule ohne Festbett. Es kann angenommen werden, dass im
Bereich der Sdule ohne aktive Begasung nur geringe Konzentrationen an geldstem
Sauerstoff vorliegen. Ein solcher Aufbau ist besonders als Biofilter geeignet, um schwer

abbaubare Spuren von Schadstoffen aus dem Abwasser zu entfernen.

3.9 Demonstrator

3.9.1 Abbauversuche

Das Demonstratorexperiment (Airliftreaktor mit Festbett) bietet viele Analyse-
mdglichkeiten Uber die Untersuchung des Abbauverlaufs hinaus. Die Analyse des
Schadstoffabbaus mit HPLC, anstatt der chemischen Oxidation, gibt einen Einblick auf
den Abbauweg eines Schadstoffes durch einen Biofilm, im Vergleich zu planktonischen
Mikroorganismen (submers Prozess).

Beim Abbau durch eine Biofilmanwendung wird der primdre Schadstoff (Benzylalkohol)
relativ schnell abgebaut (Abb. 47). Die Festbettreaktoren haben den Schadstoff nach 2h
(PP), 5h (PA6+TG), 6h (PET, PA6) bzw. 7h (PET+TG) verbraucht, wahrend der
Submersreaktor Benzylalkohol erst nach 13h vollstandig abgebaut hat (Abb. 47, a und
¢). MaBgeblich fir die Leistung des Submersreaktors ist die Zellkonzentration zu Beginn.
Durch den Spllvorgang sind nur geringe Konzentrationen an freien Mikroorganismen
vorhanden. Die Situation ist vergleichbar mit einem Abwasserprozess ohne
Schlammrickflihrung, bei dem sich plétzlich die Schadstofflast erhoht.

In den Biofilmreaktoren liegt ein relativ groBes Reservoir an aktiver immobilisierter
Biomasse vor. Dort beginnt sofort nach Start nicht nur der Abbau sondern auch eine
Akkumulation von Benzoesdure. Diese Akkumulation endet erst nach dem vollstéandigen
Abbau der primaren C-Quelle (Benzylalkohol). AnschlieBend erfolgt der Abbau dieses
Metaboliten. Beim submersen Prozess kommt es zu keinen nennenswerten Anhdu-
fungen von Metaboliten (Abb. 47, d).
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Abb. 47 - Abbau aromatischer Verbindungen (a, c) bzw. CSB (b, d); reprasentative
Experimente; Andere Metabolite lagen unterhalb der Nachweisgrenze.

Generell ist Benzoesdure das einzige Abbauprodukt, das im nachweisbaren
Konzentrationsbereich wahrend des Versuchs vorlag. Weder Benzaldehyd noch Catechol
konnten in den Proben nachgewiesen werden (siehe auch Abb. 14). Die Peaks der
Benzoesaure sind relativ symmetrisch. Das heiBt, die Abbaurate ist ungefahr genauso
groBB, wie die Produktionsrate im Vorfeld. Das wiederum lasst nur den Schluss zu, dass
der Abbau der Benzoesdure bei Anwesenheit von Benzylalkohol im oder am Biofilm
gréBtenteils blockiert ist. Diese Blockierung muss an den Enzymen des direkt
anschlieBenden Prozesses statt finden (Benzoesdure - Catechol). Wahrend die
Benzylalkohol-Dehydrogenase (BADH; Oxidation zu Benzaldehyd) und die Benzaldehyd-

Dehydrogenase (BZDH; Oxidation zu Benzoesdure) nicht direkt Sauerstoff sondern das
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Reduktionsequivalent NAD+/NADH aus dem Zellenergiestoffwechsel beziehen (Shaw &
Harayama, 1990), bendtigt die Toluat-Oxygenase (TO; Oxidation von Benzoesaure zu
Catechol) molekularen Sauerstoff zur Umsetzung ihres spezifischen Substrates (Ishida
et al, 2002). Die Prozesse der Atmungskette haben durch die Wechselzahlen der
Enzyme (Membrangebundene ATPase, ...) Vorrang zu anderen Enzymreaktionen. So
kommt es bei limitierter Sauerstoffversorgung, wie im unteren Bereich des downcomer
oder tiefer im Biofilm, zu einer Bevorzugung der NAD-abhangigen Reaktionen. Im
submersen Bereich sind die einzelnen Bakterien im gesamten Volumen gut mit
Sauerstoff versorgt und durchmischt, wodurch dieser Effekt nicht auftritt. Fazit ist, dass
bei der Weiterentwicklung dieses Biofilmprozesses das Verhdltnis von Begasungszone

zu Festbettbereich besser abgestimmt werden muss.

Tabelle 10 - Zusammenfassung wichtiger KenngréBen des Demonstrator-Versuchs

Material PET PET+TG PA6 PA6+TG PP submers Einheit
Materialeigenschaften
Oberflachenspannung 40,3 10,1 34,4 15,0 23,4 - mN/m
Omax 13,4E+06| 16,9E+06| 15,7E+06| 22,2E+06| 28,1E+06 - cm™
Spezif. Oberflache 2714 2672 2063 1676 4301 0|m2/m3
Porositat 93,6% 93,7% 98,2% 98,5% 90,3%]| 100,0%
Abbauleistung
Abbaurate (CSB) 4,88 6,00 4,34 4,63 11,80 4,90]g/(I"d)
2,39 2,89 2,84 3,72 4,03 g/(m2d)
50,9 101,9 36,5 42,1 114,7 g/(kg(FG)'d)
Biofilmstruktur
Biomasse TrG 1,51 0,86 2,74 2,97 1,87 g/m2 (TrG)
Biofilmdicke 46,9 28,3 77,9 88,3 35,1 um; g/m2 (FG)
Biofilmdichte 32,1 30,4 35,1 33,6 53,2 mg/cm?3

Weiterhin ist die nahezu lineare Form des CSB-Abbaus mit Hilfe des Biofilms auffallig
(Abb. 47d). Die Leistung und damit die aktive Biomasse scheinen fiir den Verlauf des
Versuches relativ konstant zu bleiben. Bei der submersen Betriebsvariante steigt die
Leistung erwartungsgemaB kontinuierlich mit zunehmender Zellzahl an. Die Abbau-
leistung wurde hier absolut zwischen Anfang und Ende berechnet (Aschadstoff/ Azeit). ZUr
Vergleichbarkeit zwischen den Prozessen und den verschieden Materialien wurde die
Abbauleistungen flir jeden Reaktor auf Volumen und Aufwuchsflache relativiert (Tabelle
10).
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Die volumenbezogenen Abbauleistungen zeigen, dass die Biofilmreaktoren gegeniiber
submers geflihrten Prozessen mit niedrigem Inoculum vergleichbare Leistungen
erbringen kdnnen. PP erzielte mehr als die doppelte Leistung (11,8 gI*:d?) des
submersen Prozesses (4,9 g-I"-d™).

Ein Vergleich der aufwuchsflachenabhdngigen Leistung der Festbettprozesse hebt PP
ebenfalls besonders heraus (4 g'm™:d!). Der Biofilm auf den anderen unbeschichteten
Tragermaterialien zeigt mittlere Abbauleistungen von 2,4 g'm>:d* (PET) beziehungs-
weise 2,9 g'm?-d! (PA6). Die Beschichtung filhrt jeweils zu einer Erhdhung der
Leistung des auf dem Trager etablierten Biofilms (2,9 g'm?:d* fiir PET+TG und
3,7 g'md! fir PA6+TG).

Als MaB fiir die Effizienz der Biomasse wurde die flachenabhdngige Leistung mit der
Biofilmdicke multipliziert. Es zeigt sich, dass relativ zum immobilisierten Feuchtgewicht
die Biofilme auf PP das Dreifache und PET+TG das Doppelte der Leistung im Vergleich
zu den anderen drei Biofilmen erzielten.

Strukturell ergibt sich, wie oben schon erwahnt (3.6.2), eher eine Abhangigkeit der
Biomasse zur Porositdat. Die dargestellten Werte (Tabelle 10, unten) sind
Durchschnittswerte, als wirden glatte homogene Biofilme untersucht werden. Dies ist
fur Biofilme mit einer niedrigen initialer Adhasionsdichte (qmax) nicht der Fall (3.6.1).

Die Biomassedichten liegen im Bereich von Literaturwerten (~33 mg TG /cm3). PP zeigt
einen leicht erhdhten Wert (53 mg TG /cm3), der aber ebenfalls im Bereich publizierter
Daten fur Airliftreaktoren liegt (Kwok et a/., 1998).

3.9.2 Korrelation der Abbauleistung mit verschiedenen Systemparametern
Wie schon in 3.6.2 diskutiert, ist die Biofilm-Biomasseausbeute abhangig von der Nahr-
und Sauerstoffversorgung. Eine gute Versorgung durch Konvektion ist wiederum nur
bei einer ausreichend offenen Porositat des Tragermaterials gegeben.

Beim Vergleich der Porositdt mit der reaktorvolumenabhangigen Leistung (Abb. 48a)
oder der aufwuchsflachenabhangigen Leistung (Abb. 48b), kann kein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden. Die volumenbezogene Leistung ist mit ab-
nehmender Porositat hdher, doch lasst die Datendichte keine Aussage uUber mdgliche

Fit-Funktionen und damit Korrelationsmodelle zu.
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Abb. 48 - Korrelation der Porositdt des Tragers mit der a) volumenbezogen Abbauleistung;
b) Abbauleistung pro Aufwuchsflache

In beiden Graphiken (Abb. 48) wird nochmals deutlich, dass durch die Beschichtung mit
Tegophob® eine Leistungssteigerung des Biofilms auf dem entsprechenden Material
erzielt worden ist.

Bei der Korrelation der aufwuchsflachenabhdngigen Leistung mit den biologischen
Parametern der Initialadhasion zeigte sich ein lineares Verhaltnis flir qmax (Abb. 49, a).
Flr B war der lineare Anstieg wiederum umgekehrt proportional zum Anstieg von Qmax-
Je hdéher gmax bzw. niedriger B, desto hdher ist die vom Biofilm gezeigte Leistung. Fir jo

war kein linearer oder quadratischer Zusammenhang erkennbar (nicht gezeigt).
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Abb. 49 - Korrelation der Abbaurate mit a) der initialen Zelldichte gn.« und b) der
Oberflachenspannung y
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Da sich gmax in deutlichem Zusammen- 35E+06 T
hang mit der Oberflichenspannung 30E+06 | = 522730x
(3.4.1) und ebenfalls mit der Abbaurate .. | R 0704
(Abb. 49, a) befindet, ist auch der gleiche ~ -
'c 20E+06
Zusammenhang zwischen Oberflachen- = g
g 15E+06 |
spannung und Abbaurate zu erwarten s j
(Abb. 49, b). 10R+08 1
Es ist nicht davon auszugehen, dass die 05E+06 |
physiko-chemischen Eigenschaften eines Q0E+00 Tt
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Materials einen direkten Einfluss auf die Biofilmdichte [mg/cm’]

Abbauleistung - durch die Veranderung Abb. 50 - Korrelation der Biofilmdichte mit der
von Diffusionskoeffizienten oder das initialen Zelldichte qmax

Stromungsbild haben. Es ist jedoch vorstellbar, dass die Zelldichte am Ende der
Initialadhasion, also am Anfang des Biofilmwachstums, einen Einfluss auf die Zelldichte
des maturierten Biofilms hat. Ein Indiz flir diesen Zusammenhang ist die Korrelation der
Biofilmdichte (TrG:FG) mit qgmax (Abb. 50). Aufgrund der geringen Dichten der
Biomassen und des bei dem angewendeten Messverfahren erwarteten hohen Fehlers,
kann diese Aussage nicht mit absoluter Sicherheit getroffen werden. Wahrscheinlich hat

Jmax €inen mehr oder weniger groBen Anteil an der Auspragung der Biofilmdichte.

Zusammenfassung

An English abstract you can find on page 5.

Durch die Untersuchung der Zusammenhange zwischen den Oberflacheneigenschaften
der Materialien und der Besiedlungsaktivitat durch die Bakterien kdnnen in verschie-
denen Bereichen Materialien oder Beschichtungen verwendet werden, die den
jeweiligen mikrobiologischen Erfordernissen entsprechen. In hygienisch kritischen
Bereichen kdnnen damit Materialien eingesetzt werden, deren Eigenschaften eine
schlechte Besiedelbarkeit bedingen. Demgegeniiber kbénnen die natlirlichen
Mechanismen der Adhdsion auf ausgewadhlten Materialien genutzt werden, um
Mikroorganismen flr eine industrielle Anwendung (produktiver Biofilm oder Abwasser-
behandlung) zu immobilisieren.

Es wurden Materialeigenschaften untersucht, die schon léanger im Zusammenhang mit

der mikrobiologischen Affinitat gesehen wurden. Die physiko-chemischen Eigenschaften
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der Benetzbarkeit wurden in der Oberflachenspannung zusammengefasst. Mit den
untersuchten Materialien stand ein weites Spektrum aus niedrig- und hochenerge-
tischen Oberflachen zur Verfiigung. Als Oberflache mit der niedrigsten Oberflachen-
spannung (hydrophob) wurde ein modifizierter Polyester (PET+TG) mit 10,3 mN/m
gefunden. Auf der hydrophilen, héherenergetischen Seite wurde fir Glas (B33) der
hdchste Wert von 44,7 mN/m bestimmt.

Um den Einfluss von elektronegativen Ladungen zwischen der Oberflaiche und den
biologischen Partikeln zu ermitteln, wurde die physiko-chemische Eigenschaft des
Zetapotentials bestimmt. Das Zetapotential wurde fiir die ausgewahlten Materialien
zwischen -28,3 mV (modifiziertes Glas; B33+TP) und -74,8mV (unmodifiziertes Glas;
B33) gemessen. Die Mikroorganismen (P. putida; vital) besitzen ein Zetapotential von
-20,8 mV.

Die Messwerte des zeitlichen Verlaufs der bakteriellen Adhdsion wurden in eine
Funktion mit exponentiellem Anstieg zu einem Maximum eingepasst. Die Parameter
dieser Funktion (gmax und B) sind ein MaB fur die Starke der Affinitat zwischen Bakterien
und Materialoberflache. Beide Parameter haben einen Zusammenhang Uber die
Funktion der initialen Adhadsionsgeschwindigkeit (jo= Qmax'B)- Da jo flr die analysierten
Oberflachen nahezu konstant ist (~500cm™'s?), fillt die maximale Flichenbelegung
(dmax) Mit steigendem Akkumulationsfaktor (B) und umgekehrt. Die berechneten Werte
fiir gmax liegen zwischen 6,6:10°:cm™ (B33) und 28,1-10%-cm™ (Polypropylen; PP). Fiir B
liegen die Werte zwischen 0,06-h™ (PP) und 0,15-h™ (B33).

Die Korrelation der Parameter der bakteriellen Adhdsion mit der Oberflachenspannung
ergab kein lineares Verhaltnis, sondern lief von der Seite hoher und niedriger
Oberflachenspannung parabelférmig auf ein Maximum zu. Angenommen wird, dass die
Limitierung von der hochenergetischen, hydrophilen Seite durch eine hoch geordnete
Schicht von Wassermolekilen (,exclusion zone") bedingt wird. Auf der niedrig
energetischen, hydrophoben Seite wird die Barrierefunktion durch den ,depletion layer"
vermutet. Unmittelbar angrenzende Wassermolekiile Uber der Materialoberflache
befinden sich im Vergleich zu freiem, weiter entfernten Wasser, in einem speziellen,
hohen Energiestatus. Es wird angenommen, dass die Reaktion zum Austausch von
Molekiilen in den ,depletion layer" energetisch ungtinstig ist. Damit besteht neben der
hydrophilen Barriere ein hydrophobes Limit, das die Adhdsion von Mikroorganismen

minimiert.
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Das Verhaltnis der bakteriellen Adhdsion zum Zetapotential ist ungefahr linear, je
elektronegativer, desto unglinstiger die Adhasion. Ursache ist die leicht negative
Ladung der bakteriellen Zellwand der verwendeten Spezies und der dadurch
verursachten elektrostatischen AbstoBung von negativ geladenen Oberflachen.

Das sich an die Adhasion der Bakterien anschlieBende Wachstum wird in der Phase der
Mikrokolonien noch von der initialen Zelldichte (gmax) bestimmt. Simulationen zeigen
eine starkere Biofilmrauigkeit bei niedriger initialer Zelldichte. Im stationdaren Zustand
sind die strukturellen Parameter des Biofilms von anderen Systemparametern wie der
Versorgung mit Sauerstoff (Tragerporositat) bestimmt.

Im Hinblick auf die Abbauleistung besteht nur ein leichter Trend im Zusammenhang von
0. g. Versorgungseigenschaften, beeinflusst durch die Porositat des Tragers, und der
volumenbezogenen Abbauleistung. Mit der flachenbezogenen Abbauleistung besteht
wiederum ein starkerer Zusammenhang mit der initialen Adhdsionsdichte (Qmax)-
Wahrscheinlich ist die flachenbezogene Zelldichte von gréBerer Bedeutung als die Dicke
des ausgewachsenen Biofilms.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten eine Auswirkung der Oberflachenspannung des
Materials (ys) auf den Biofilmwachstumsprozess bis hin zur Abbauleistung an. Fir den
untersuchten Organismus wurde das Material (PP) mit der optimalen Oberflachen-
spannung bestimmt, die eine optimale Immobilisierung und hohe Abbauleistung
bewirkt.

GleichermaBen kdnnen die Ergebnisse der Ausgangspunkt fiir Uberlegungen eines

neuen Antifoulingkonzepts mit extrem niedrig energetischen Oberflachen sein.
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Anhang

Chemische Eigenschaften von Toluol und seinen Metaboliten (Anhang)

Benzyl- Benz-

Benzoe-

Substanz Toluol alkohol aldehyd siure Catechol
Summenformel C7H9 C7H80 C7H60 C7H602 C6H608
Schmelzpunkt °C -95 -15 -26 122 105
Siedepunkt °C 111 206 179 250 245
Dampfdruck 20° mbar 29 0,027 0,8 0 0,2
Dichte g/cm3 20°C 0,87 1,04 1,05 1,27 1,34
Molare Masse 92,14 108,14 106,12 122,12 110,11
Wasserldslichkeit 20°C mg/! 470 39.000 3.000 2.900 430.000
Wasserloslichkeit 20°C pl/I 540 37.500 2.857 2.283 320.896
log Kgw 2,73 1,05 1,48 1,18
HPLC-Flache/mMol 8,660E+05 9,979E+05 3,401E+05 1,636E+06
HPLC-RT-Messwerte min 14,83 2,79 4,41 3,14
CSB gO,/gSubstanz 3,124 2,366 2,712 2,139
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