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I 

Summary 

Biofilm is a sessile form of bacterial communities. Here, the surrounding polymer 

matrix provides protection and robustness to the bacteria which makes biofilms hard 

to remove. Although this can be harmful when biofilms contaminate industrial and 

medical equipments, we can also benefit from this robustness of biofilms: As a 

combination of living, functional microbial communities and robust, resilient, sticky 

and viscoelastic materials, biofilms have found many applications in various fields 

including agriculture, environmental biotechnology, medicine, bioprocess engineering, 

electricity generation or construction. To further improve the material properties and 

functionality of biofilms in these applications, the biofilm matrix can be manipulated. 

For this purpose, several components such as macromolecules, metal ions, minerals, 

nanoparticles, enzymes and other bacteria can be added to the biofilm matrix. In this 

dissertation, a broad range of applications of natural and modified biofilms and 

interesting strategies to modify the biofilm matrix are presented. 

In many of these applications biofilms are exposed to water; thus, their wetting 

behavior plays a crucial role. The interaction of biofilm with water-soluble components 

and with shear forces created by liquid flow is determined by the wettability of 

biofilms. For instance, the resistance of biofilms against solubilized toxic substances 

(i. e. antibiotics) and erosion is directly related to its wettability. The wetting behavior 

of a surface depends on its chemistry and roughness, and for biofilms, both are related 

to the matrix composition. For instance, the biofilms generated by B. subtilis NCIB 

3610 and B-1 differ in matrix composition, and thus in their wetting behavior. 

Although both biofilms are superhydrophobic with extremely high contact angle 

values, NCIB 3610 biofilms exhibit high adhesion towards water (i. e. rose-like 

superhydrophobicity) while B-1 biofilms strongly repel water (i. e. lotus-like 

superhydrophobicity). Due to this difference in the mode of superhydrophobicity, B-1 

biofilms are more resistant to erosion through shear forces than NCIB 3610 biofilms. 

In this study, the main component of highly water repellant B-1 biofilms is artificially 

added to the NCIB 3610 biofilm matrix during growth to improve the erosion 

resistance of these biofilms. Indeed, by the enrichment with PGA, the erosion 

resistance of NCIB 3610 biofilms increases to an intermediate level between 

unmodified NCIB 3610 and B-1 biofilms. Interestingly, contact angle hysteresis of 

PGA-enriched NCIB 3610 biofilms exhibits a similar trend and placed at a degree 
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between unmodified NCIB 3610 and B-1 biofilms, while the static contact angle does 

not change for enriched NCIB 3610 biofilms. As the contact angle hysteresis is a 

measure of water adhesion of a surface, these results indicate a change in the mode of 

superhydrophobicity. Considering that this cannot be achieved by a chemical 

modification, the surface topography of biofilms is examined in detail. It is revealed 

that reduced cavity structures on the surface change the wettability of enriched NCIB 

3610 biofilms. Surprisingly, the viscoelastic and microscopic penetration properties of 

the biofilms are not affected by the artificial incorporation of PGA. Moreover, similar 

results can be obtained by addition of other polymers with different charges and 

molecular sizes such as alginate and PEG. This shows that a wide range of polymers 

can be employed for the same purpose.  

Another option to modify biofilms can be cocultivation of different bacteria. This is a 

mechanism used by microorganisms in nature to benefit from each other. Most natural 

biofilms such as oral biofilms and the gut flora are multi-species communities. Also, 

these microbial consortia can be generated artificially in laboratories to investigate 

the interactions between microorganisms in these multispecies biofilms or to combine 

desired properties from different microorganisms. However, it is not fully understood 

yet how the material properties of such multispecies biofilms are determined. To 

obtain a better understanding of the material properties of co-cultivated biofilms, in 

this thesis, the surface topography and wetting behavior of binary mixtures of B. 

subtilis NCIB 3610, natto and B-1 strains are investigated. For all binary mixtures 

tested here, the morphology of the co-cultured (daughter) colonies resembles that of 

one of the parent strains.  This macro-morphologically dominating strain is also found 

to be abundant in terms of numbers. However, owing to the presence of the other 

parent in small numbers, the surface roughness and wetting behavior of these 

daughter colonies are slightly but significantly different from those of the dominating 

parent. The presence of the ‘other’ strain can be detected only by a micro-topographical 

quantitative analysis of the biofilm; it is not observable by macro-morphological 

investigations alone. This highlights the ability, and even necessity, of a micro-

topographical analysis of the biofilm surface by profilometry to characterize a multi-

species biofilm.  

Due to the ability of quantitative topographical analyses to detect the contributions of 

strains to co-cultured biofilms, 3D-imaging can also be used to classify the biofilms. In 

the last part of this thesis, biofilms of three B. subtilis strains (NCIB 3610, B-1 and 
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natto) are classified according to their surface topography. For this purpose, four 

machine learning algorithms (k-nearest neighbors, Gaussian naïve bayes, logistic 

regression and random forest) are trained with the topographical data containing 21 

surface parameters obtained from biofilms of these strains generated on MSgg 

Medium. All algorithms can successfully classify these biofilm colonies according to 

their wetting behavior with very high accuracies. Indeed, with this approach, also the 

biofilms cultivated on LB medium and other biological samples such as plant leaves 

with different wetting behaviors (i. e. hydrophilic, rose-like and lotus-like 

superhydrophobic) are successfully classified regarding their topography and wetting 

properties as well.  Furthermore, to examine the most effective surface features 

determining the wetting behavior, a feature elimination is performed. Here, four 

parameters (Sdr, Sdq, Vvv and Spc) -among 21- are shown to be the ones which have the 

strongest impact on distinguishing surfaces with different wetting behaviors.  

Overall, this thesis reveals the high relevance of the surface topography on certain 

material properties of B. subtilis biofilms. To benefit from biofilms in various 

applications, it is crucial to understand the material properties of these functional 

living materials. The findings presented here may help to develop novel strategies to 

produce more robust biofilms for biotechnological applications and provide an insight 

into the relation between the surface topography and the wetting behavior of complex 

surfaces.  
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Zusammenfassung 

Biofilme sind eine oberflächengebundene Art von bakteriellen Gemeinschaften. Die 

Polymermatrix, die die Bakterien umgibt, bietet Schutz und Widerstandsfähigkeit. 

Dadurch sind Biofilme schwer zu entfernen. Zwar können Biofilme schweren Schaden 

anrichten, wenn sie industrielle oder medizinische Geräte kontaminieren, man kann 

aber von dieser Robustheit der Biofilme auch profitieren.  Als sowohl funktionelle, 

lebendige, mikrobielle Gemeinschaften wie auch robuste, klebrige, beständige und 

viskoelastische Materialien finden Biofilme Anwendung in vielen Bereichen wie z. B. 

der Landwirtschaft, der industriellen und Umwelt-Biotechnologie, der Medizin, der 

Stromerzeugung sowie dem Bauwesen. Um die Materialeigenschaften und die 

Funktionalität der Biofilme für diese Anwendungen zu verbessern, kann die 

Biofilmmatrix gezielt manipuliert werden. Dafür kann die Biofilmmatrix mit 

Nanopartikeln, Makromolekülen, Mineralen, Metallionen, Enzymen oder anderen 

Bakterien angereichert werden. In dieser Doktorarbeit wird ein breites Spektrum von 

Anwendungen von natürlichen und modifizierten bakteriellen Biofilmen und 

interessante Strategien zur Modifikation von Biofilmmatrix dargestellt.  

Da die Biofilme bei diesen Anwendungen häufig Wasser ausgesetzt werden, spielt ihr 

Benetzungsverhalten eine zentrale Rolle. Viele Eigenschaften von Biofilmen wie ihre 

Erosionsbeständigkeit oder ihre Antibiotikaresistenz werden durch die Art ihrer 

Wechselwirkung mit Wasser bestimmt. Die Benetzbarkeit einer Oberfläche hängt 

sowohl von ihrer Chemie als auch ihrer Rauigkeit ab, und beides wird durch die 

Matrixzusammensetzung der Biofilme beeinflusst. Zum Beispiel unterscheiden sich 

die B. subtilis NCIB 3610 und B-1 Biofilme in der Matrixzusammensetzung und damit 

auch im Benetzungsverhalten. Beide Biofilme sind zwar superhydrophob und zeigen 

sehr hohe Kontaktwinkel, aber NCIB 3610 Biofilme weisen eine starke Adhäsion 

gegenüber Wasser (d.h. Rosen-ähnliche Superhydrophobie) auf, während B-1 Biofilme 

Wassertropfen abperlen lassen (d.h. Lotus-ähnliche Superhydrophobie). Wegen dieses 

Unterschieds in der Art der Superhydrophobie sind B-1-Biofilme resistenter gegen 

Erosion als NCIB 3610-Biofilme. In dieser Doktorarbeit wurde nun der 

Hauptbestandteil der stark wasserabweisenden B-1-Biofilme der NCIB 3610-

Biofilmmatrix während des Wachstums künstlich hinzugefügt, um die 

Erosionsbeständigkeit dieses Biofilms zu verbessern. Durch die Anreicherung mit 

PGA steigt die Erosionsbeständigkeit von NCIB 3610 Biofilmen auf einen mittleren 
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Zustand, der zwischen dem von nicht-modifizierten NCIB 3610 und B-1 Biofilmen 

liegt. In ähnlicher Weise liegt auch die Kontaktwinkelhysterese der mit PGA 

angereicherten NCIB 3610-Biofilme auf einem Zwischen-Niveau, während sich der 

statische Kontaktwinkel der PGA-angereicherten NCIB 3610-Biofilme nicht ändert. 

Dies bedeutet eine Veränderung in der Art der Superhydrophobie, weil die 

Kontaktwinkelhysterese als ein Maß für die Wasseradhäsion einer Oberfläche gilt. Da 

dies durch eine chemische Modifikation nicht erreicht werden kann, wird als nächstes 

die Oberflächentopographie der Biofilme ausführlich untersucht. Dadurch wird 

gezeigt, dass verringerte Vertiefungen auf der Oberfläche für die veränderte Benetz-

barkeit der angereicherten NCIB 3610 Biofilme verantwortlich sind. Dagegen werden 

die viskoelastischen und mikroskopischen Penetrationseigenschaften der Biofilme 

durch die Anreicherung mit PGA nicht beeinflusst. Außerdem können ähnliche 

Ergebnisse auch durch Zugabe anderer Polymere mit unterschiedlichen Netto-

ladungen und Molekülgrößen wie Alginat und PEG erzielt werden. Dies zeigt, dass 

ein breites Spektrum von Polymeren für den gleichen Zweck verwendet werden kann. 

Eine andere Möglichkeit für die Modifikation von Biofilmen ist die Ko-Kultivierung 

von verschiedenen Bakterien. Das ist eine natürliche, mikrobielle Strategie, die von 

Mikroorganismen in Natur genutzt wird, um voneinander zu profitieren. Die meisten 

natürlichen Biofilme, wie z. B. orale Biofilme und die Darmflora, sind Multi-Spezies-

Gemeinschaften. Diese mikrobiellen Konsortien können auch im Labor künstlich 

erzeugt werden, um die Wechselwirkungen zwischen den Mikroorganismen in diesen 

Multi-Spezies-Biofilmen zu untersuchen oder um erwünschte Eigenschaften 

verschiedener Mikroorganismen zu kombinieren. Es ist jedoch nur wenig verstanden, 

wie die Materialeigenschaften solcher Multi-Spezies-Biofilme bestimmt werden. Um 

ein besseres Verständnis der Materialeigenschaften von ko-kultivierten Biofilmen zu 

bekommen, werden in dieser Doktorarbeit die Oberflächentopographie und das 

Benetzungsverhalten von binären Mischungen von B. subtilis NCIB 3610, natto und 

B-1 Stämmen untersucht. Bei allen hier getesteten binären Mischungen ähnelt die 

Morphologie der ko-kultivierten (Tochter-)Kolonien einem der Elternstamm-Biofilme. 

Dieser makromorphologisch dominierende Stamm ist auch zahlenmäßig mehrheitlich 

vorhanden. Aufgrund des Vorhandenseins des anderen Elternstammes in geringer 

Zahl unterscheiden sich die Oberflächenrauigkeit und das Benetzungsverhalten 

dieser Tochterkolonien jedoch geringfügig, aber signifikant von der des dominierenden 

Elternstammes. Das Vorhandensein des "anderen" Stammes kann aber nur durch 
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eine mikrotopographische, quantitative Analyse des Biofilms erkannt werden, durch 

makromorphologische Untersuchungen ist dies nicht möglich. Dies hebt den Vorteil 

und sogar die Notwendigkeit einer mikrotopographischen Analyse der Biofilmober-

flächen durch Profilometrie zur Untersuchung eines Multi-Spezies-Biofilms hervor. 

Aufgrund der Fähigkeit einer quantitativen topographischen Analyse, die Beiträge 

einzelner Stämme zu ko-kultivierten Biofilmen zu erkennen, kann eine 3D-

Bildgebung auch zur Klassifizierung der Biofilme verwendet werden. Im letzten Teil 

dieser Arbeit wurden daher Biofilme von drei B. subtilis Stämmen (NCIB 3610, B-1 

und natto) bezüglich ihrer Oberflächentopographie klassifiziert. Dafür wurden 

zunächst 21 Oberflächenparameter von auf MSgg Medium gewachsenen Biofilmen 

bestimmt. Danach wurden vier Algorithmen des maschinellen Lernens (k-Nearest 

Neighbors, Gaussian Naïve Bayes, Logistische Regression und Random Forest) mit 

diesen topographischen Daten konfrontiert. Alle Algorithmen können diese Biofilm-

kolonien tatsächlich erfolgreich (d.h. mit sehr hoher Genauigkeit) in Bezug auf ihr 

Benetzungsverhalten klassifizieren. Außerdem können auf LB-Medium kultivierte 

Biofilme und andere biologische Proben wie Pflanzenblätter mit unterschiedlichem 

Benetzungsverhalten (d. h. hydrophil, Rosen-ähnlich und Lotus-ähnlich 

superhydrophob) ebenfalls mit diesem Ansatz erfolgreich klassifiziert werden, indem 

ähnliche topographische Daten verwendet werden. Um die wichtigsten 

Oberflächenmerkmale für das Benetzungsverhalten zu finden, wird eine Dimensions-

reduktion durchgeführt. Dadurch wird gezeigt, dass nur vier (Sdr, Sdq, Vvv und Spc) 

von 21 Parametern zur Unterscheidung der Oberflächen mit unterschiedlichem 

Benetzungsverhalten unstreitig sind. 

Insgesamt zeigt diese Doktorarbeit die hohe Relevanz der Oberflächentopographie für 

bestimmte Materialeigenschaften von B. subtilis Biofilmen auf. Um von Biofilmen bei 

verschiedenen Anwendungen zu profitieren, ist ein gutes Verständnis der Material-

eigenschaften dieser funktionellen, lebendigen Materialien zentral.  Die hier 

vorgestellten Erkenntnisse können dazu beitragen, neue Strategien zur Herstellung 

robusterer Biofilme für biotechnologische Anwendungen zu entwickeln und einen 

detaillierten Einblick in die Beziehung zwischen der Oberflächentopographie und dem 

Benetzungsverhalten komplexer Oberflächen zu erhalten.
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1 

1 Einleitung 

Im Laufe der Jahrtausende passten sich Bakterien immer weiter an, um sich vor 

Umwelteinflüssen zu schützen. Eine der zu diesem Zweck entwickelten Strategien ist 

die Bildung von Oberflächen-haftenden Gemeinschaften, bei denen die Bakterien sich 

in eine selbst abgesonderte, polymere Matrix einbetten. Die Geschichte dieser 

sogenannten „Biofilme“ beginnt mit der Anheftung eines einzelnen Bakteriums an 

eine biotische oder abiotische Oberfläche (d.h., einer unmittelbaren Anlagerung). 

Danach vermehren sich die Bakterien und bilden Mikrokolonien. Hier beginnt die 

Herstellung von extrazellulären, polymeren Substanzen (EPS) wie z.B. Proteinen und 

Polysacchariden (d.h., eine unumkehrbare Anlagerung). Die weitere Entwicklung 

dieser Mikrokolonien führt zur Reifung des Biofilms. Im Verlauf dieses Reifungs-

prozesses bilden sich Kanäle innerhalb des Biofilms, die es Wasser und Nährstoffen 

ermöglichen, die inneren Schichten des Biofilms zu erreichen. Bei einem reifen Biofilm 

sind die Bakterien von der EPS-Matrix vollständig umgeben, und es bildet sich eine 

uneinheitliche Struktur aus Zellhaufen, Kanälen und abgesonderter EPS. Mit 

weiterer Reifung des Biofilms wird die Diffusion von Nährstoffen und Gasen aber 

eingeschränkt, und bakterielle Abfallstoffe sammeln sich im Biofilm an. Das erzeugt 

Bereiche innerhalb des Biofilms mit vielen toten Bakterien, was dann zur Abtrennung 

mancher Biofilmteile führt. Nach dieser Ausbreitung bilden die abgetrennten 

Biofilmteile neue Biofilme an einer anderen Oberfläche aus. Durch diesen Lebensstil 

(Abbildung 1.1) unterscheiden sich die Biofilmbakterien von planktonischen Zellen in 

vielen Aspekten [1]. 

Hier ist der Haupt-Verantwortliche für diesen Unterschied vor allem die 

Polymermatrix, die die Bakterien umgibt. In den meisten Biofilmen machen die 

Mikroorganismen nur ca. 10 % der Trockenmasse aus, während der Rest aus der 

polymeren Matrix besteht, die Polysaccharide, Proteine, Nukleinsäure, extrazelluläre 

DNA und Lipide enthalten kann. Deswegen spielen diese EPS eine wichtige Rolle für 

viele Biofilmmerkmale. Zuallererst sind die EPS verantwortlich für die Haftung der 

Bakterien an eine Oberfläche (Adhäsion) und zueinander (Kohäsion). Sobald die 

Bakterien an der Oberfläche gebunden sind, wird die 3D-Archtitektur der Biofilme 

von der EPS bestimmt. Die Polymere binden auch Wasser und schützen die Bakterien 

so in trockenen Umgebungen. Auch bieten sie Schutz vor Umgebungsbelastungen wie 

toxischen Stoffen (z.B. Antibiotika) oder pH-Veränderungen, erlauben aber das 
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Aufnehmen von vorteilhaften Stoffen (wie z. B Nährstoffen, organischen Molekülen 

oder anorganische Ionen) in die innere Schicht des Biofilms [1]. Mithilfe dieser 

schwamm-artigen Struktur finden Biofilme auch Anwendung bei der Entgiftung von 

Fluiden [2,3], der Herstellung von Mineralen [4,5], oder der Immobilisierung von 

Enzymen oder anderer katalytischer Einheiten [6–8]. Sie können auch Spender und 

Akzeptoren für Elektronen sein und ermöglichen Redoxreaktionen innerhalb des 

Biofilms. Zusätzlich fördert der horizontale Transfer von genetischem Material (DNA) 

die Mutationen der Bakterien. Darüber hinaus können manche Matrix-Substanzen 

von den Bakterien des Biofilms als Nährstoffe genutzt werden [1]. 

 

Abbildung 1.1. Stufen der Biofilmbildung. Einzelnen Bakterien haften an einer 

Oberfläche. Dann vermehren sie sich und sondern EPS ab bis sie einen reifen Zustand 

erreichen. Mit weiterer Reifung des Biofilms finden Abtrennungen einzelner Biofilm-

Bereiche statt. Die freigegebenen Bakterien bilden dann neue Biofilme auf anderen 

Oberflächen. Die schematische Darstellung wird von Bakar et al. wiedergegeben [9].  

Mit alle diesen Fähigkeiten erzeugt die EPS viele robuste Eigenschaften in den 

Biofilmen (Abbildung 1.2). Biofilme sind schleimige, viskoelastische und selbst-

heilende, lebendige Materialien. Mit ihrem hohen Wassergehalt und wegen des hohen 

Anteils an Polymeren verhalten sich die Biofilme wie Polymer-Gele. Daher dominiert 

der elastische Anteil des viskoelastischen Verhaltens den viskosen Anteil, vor allem 

bei niedrigen Deformationsfrequenzen. Im Gegensatz dazu fließen Biofilme unter 

hohen Scherkräften (d.h. ihr viskoser Anteil dominiert dann das Materialverhalten), 

aber dennoch bleiben sie an der Oberfläche angehaftet. Mit ihren besonderen 

viskoelastischen Eigenschaften  können Biofilme ihren elastischen Zustand 

wiedererhalten wenn die Scherkräfte wegfallen; daher sind sie schwer von 
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Oberflächen zu entfernen [10]. Außerdem erlauben die EPS die lokale Bewegung, die 

Proliferation und die Kommunikation von Bakterien. Somit können Biofilme als 

lebendige Materialien schnell auf Umgebungsänderungen reagieren und sich an das 

Umfeld anpassen. Das Durchlassen den vorteilhaften Stoffen und die Blockierung der 

Diffusion von toxischen Stoffen tragen zur Aufrechterhaltung der Lebensfähigkeit von 

Biofilmbakterien bei. Zusammen mit den viskoelastischen Eigenschaften macht 

außerdem das Phänomen der Superhydrophobie manche Biofilme erosionsbeständig 

und resistent gegen toxische Chemikalien [1].  

                         

Abbildung 1.2. EPS verleiht Biofilme Beständigkeit gegen extreme 

Umgebungsbedingungen. Sie schützen die Bakterien vor toxischen Substanzen, 

Umgebungsänderungen oder Scherkräften.  

Als robuste, klebrige und schleimige Hydrogele verursachen Biofilme schwere 

Schäden in industriellen und medizinischen Einrichtungen, z.B. Korrosion von 

metallischen Pipelines, Kontaminationen in der Lebensmittelverarbeitung oder 

Besiedelung von Kathetern. Deshalb ist die Bekämpfung von Biofilmen in den letzten 

Jahrzehnten ein Schwerpunkt der Biofilmforschung geworden [11–13]. Allerdings 

müssen die oben erwähnten, starken Eigenschaften der bakteriellen Biofilme nicht 

immer ein Fluch sein. Diese Stabilität und Funktionalität der Biofilme können der 

Menschheit in zahlreichen Bereichen auch dienen. Zum Beispiel können die EPS, die 

Bakterien vor schwierigen Bedingungen schützen, auch Pflanzen vor anderen 

pathogenen Mikroorganismen schützen und  das Pflanzenwachstum fördern [14]. Um 

bestimmte Merkmale der Biofilme zu verstärken und um zusätzliche Funktionen 

hinzufügen, kann die EPS der Biofilme auch mit Nanopartikeln, Makromolekülen, 

Mineralen, Metallionen, Enzymen oder anderen Bakterien angereichert werden. In 

Kapitel 4.1 werden Anwendungen von natürlichen und modifizierten bakteriellen 

Biofilmen in verschiedenen Bereichen wie der Landwirtschaft, der industriellen und 

Umwelt-Biotechnologie, der Medizin und dem Bauwesen sowie der Elektrotechnik 

dargestellt. Hier dienen Biofilme als robuste und funktionelle, lebendige Materialien.  
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Wie oben erwähnt spielen die physikalischen Eigenschaften eine zentrale Rolle für ihr 

biologisches Verhalten und die Anwendung bakterieller Materialien. Ein wichtiges 

Beispiel ist auch das Benetzungsverhalten: Es bestimmt die Wechselwirkung der 

Materialoberfläche mit wässrigen Lösungen und den durch Fluid-Strömung erzeugten 

Scherkräften. So ist beispielsweise die Beständigkeit von Biofilme gegen toxische 

wasserlösliche Stoffe (z.B. Antibiotika) und gegen Erosion durch Scherkräfte abhängig 

von ihrem Benetzungsverhalten [15]. Die Benetzbarkeit einer Oberfläche wird durch 

ihre chemische Struktur und Rauigkeit bestimmt [16]. Bei bakteriellen Biofilme 

hängen beide dieser Merkmale von der Zusammensetzung der Biofilmmatrix ab 

[17,18]. Zum Beispiel ist ein hydrophobes Oberflächenprotein, BslA, verantwortlich 

für die Hydrophobie der Biofilmkolonien von Bacillus subtilis [19–21]. Mutanten, die 

unfähig sind, dieses Protein abzusondern, weisen Biofilme mit hydrophilem 

Benetzungsverhalten auf. Dieses Oberflächen-Hydrophobin beschichtet den ganzen 

Biofilm überall, dort, wo die Bakterien eine Grenzfläche erzeugt: Luft-Biofilm, Agar-

Biofilm oder Flüssigkeit-Pellicle [22]. Dadurch bestimmt dieses oberflächenaktive, 

hydrophobe Protein sowohl die chemischen als auch physikalischen Eigenschaften der 

Biofilmoberfläche [21]. Nach Kesel et al. beeinflusst BslA nicht nur die Benetzbarkeit 

der B. subtilis NCIB 3610 Biofilme, sondern es nimmt auch Einfluss auf die Steifigkeit 

und die Größe des Biofilms (zusammen mit anderen Matrixkomponenten wie den 

Amyloid-Faserbildende Protein TasA und den Exopolysacchariden, siehe Kapitel 2.1 

für Einzelheiten) [18]. 

Da die Rauigkeit (neben der chemischen Struktur) das Benetzungsverhalten einer 

Oberfläche stark beeinflusst, reicht die Information über Vorhandensein von BslA 

allein jedoch nicht aus, um die Benetzung eines Biofilms zu verstehen. Zum Beispiel 

unterscheiden sich die Benetzungsverhalten der Biofilme von NCIB 3610 und B-1 

Stämmen, obwohl die Biofilmkolonien dieser Stämme beide BslA aufweisen: Während 

NCIB 3610 Biofilmkolonien Rosen-ähnliche Superhydrophobie aufweisen, sind die 

Oberflächen von B-1 Biofilmen Lotus-ähnlich superhydrophob [23]. Obwohl beide 

dieser Biofilme superhydrophob (Kontaktwinkelwerte sind höher als 135°) sind, 

zeigen nur NCIB 3610 Biofilme eine starke Adhäsion gegenüber Wasser, während die 

Wassertropfen von der Oberfläche von B-1 Biofilme abrollen (siehe Kapitel 3. 2). Hier 

kommt die Rauigkeit der Oberflächen ins Spiel. Der Unterschied in der 

Matrixzusammensetzung von diesen bakteriellen Biofilmen führt zu 

unterschiedlichen strukturellen Oberflächenmerkmalen. Durch eine Genexpressions-
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analyse zeigten Kesel et al. außerdem, dass beide, von NCIB 3610 und B-1 gebildete 

Biofilme Exopolysaccharide, TasA und BslA enthalten; B-1 Biofilme bestehen aber 

hauptsächlich aus Polyglutaminsäure (PGA), welche sich nicht in NCIB 3610 

Biofilmen findet [17]. Die Anwesenheit der PGA beeinflusst die Steifigkeit und die 

Rauigkeit der B-1 Biofilme: Sie weisen im Vergleich zu NCIB 3610 Biofilmen ein 

geringeres Speichermodul und eine höhere Oberflächenrauigkeit auf. 

Zusammenfassend werden also die Steifigkeit, das Benetzungsverhalten und die 

Oberflächenrauigkeit der bakteriellen Biofilme durch die jeweilige Matrixzusammen-

setzung bestimmt. Weiterhin bedingen diese Eigenschaften der Biofilme ihre 

Erosionsbeständigkeit, die ein wichtiges Merkmal von Biofilmen ist. In einer früheren 

Arbeit zeigten Kretschmer et al. den Einfluss jedes Matrixbestandteils auf diese 

Erosionsbeständigkeit der NCIB 3610 Biofilme: Die Exopolysaccharide und das BslA 

Protein spielen hierbei die größte Rolle [24]. In ähnlicher Weise wurde auch die 

Erosion von B-1 Biofilmen untersucht [25]. Beide Arbeiten zeigten, dass die Elastizität 

der Biofilme durch die Anreicherung der EPS-Matrix mit bestimmten Metallionen 

erhöht wird und damit die Erosionsbeständigkeit verbessert wird. Da die EPS von 

NCIB 3610 und B-1 Biofilme variieren, ist zu erwarten, dass sie sich unterschiedlich 

gegen Erosion durch Scherkräfte verhalten. In Kapitel 4.2 wird die Erosions-

beständigkeit dieser Biofilme erforscht. Weiterhin wird der Hauptbestandteil der B-1 

Biofilme (d.h. PGA) sowie ausgewählte andere Polymere mit verschiedenen 

Nettoladungen und Molekulargewichten zu den NCIB 3610 Biofilme hinzugefügt und 

es wird untersucht, wie die NCIB 3610 Biofilme dadurch beeinflusst werden.  

Bislang wurde hier dargestellt, wie einige Komponenten der EPS-Matrix bestimmte 

Biofilmeigenschaften beeinflussen und wie erwünschte Eigenschaften von Biofilmen 

durch Beimengung verschiedener Zusatzstoffe verbessert werden können. Allerdings 

muss diese Beimengung nicht immer künstlich geschehen sein: Bakterien tun dies 

auch in der Natur, indem sie sich mit anderen Mikroorganismen zusammenschließen 

und Multi-Spezies Gemeinschaften bilden. Auf diese Weise kann ein Bakterium von 

einer Eigenschaft des anderen profitieren, und es können so die Anpassungsfähigkeit, 

Adhäsion, Kohäsion, Belastbarkeit oder Virulenz der bakteriellen Gemeinschaften 

verbessert werden [26,27]. Nach Sadiq et al. ist die Ko-Kultivierung von verschiedenen 

Darmbakterien sogar für die Bildung von Biofilmen in der Darmflora nötig [28]. 
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Die meisten natürlichen Biofilme enthalten eine Vielfalt von Mikroorganismen. 

Trotzdem sind die Multi-Spezies-Biofilme nicht gut verstanden. Die Interspezies-

Interaktionen innerhalb von ko-kultivierten Biofilme wurden bereits aus einer 

mikrobiologischen Sicht eingehend untersucht (Abbildung 1.3). Verschiedene Aspekte 

der Multispezies-Biofilmbildung wie die  räumliche Organisation der Kolonien, das 

Quorum Sensing (d.h mikrobielle Kommunikation) und  Evolution innerhalb der 

Kolonien und  die Bekämpfung von Pathogenen oder schädlichen, konkurrierenden 

Bakterien wurden erforscht [27,29,30]. Polymikrobielle Gemeinschaften sind 

komplexe Konsortien, die von vielen Faktoren wie die unmittelbare Anheftung, 

Adhäsion, mikrobielle Bewegungsfreiheit, Art der Nährstoffquellen, Wachstumsrate 

der beitragenden Bakterien, Quorum-Sensing, Bakteriocin-Herstellung sowie EPS-

Produktionsrate beeinflusst werden [31]. Jayathilake et al. stellten dar, dass EPS-

erzeugende Bakterien langfristig einen Vorteil gegenüber anderen Bakterien haben 

[31].  Die Zusammensetzung der EPS hängt aber nicht nur von den zum Biofilm 

beitragenden Bakterien, der Verfügbarkeit der Nährstoffe und den Umgebungs-

bedingungen ab; die Synthese und räumliche Organisation der EPS variiert auch 

zwischen Mono- und Multi-Spezies Biofilmen [14]. 

                  

Abbildung 1.3. Eine schematische Darstellung der Wechselwirkungen 

innerhalb eines Multi-Spezies-Biofilms und mögliche Auswirkungen. Zuerst 

haften die primären Bakterien an eine Oberfläche, dann andere Bakterien an diese 

Primärbakterien (Ko-Adhäsion). Während des Reifungsprozesses treten eine 

Vielzahle von synergistischen und/oder antagonistischen Wechselwirkungen auf: Die 

Bakterien konkurrieren miteinander oder sie können metabolisch 

zusammenarbeiten, um Nährstoffe abzubauen oder um Nahrungsketten zu 

entwickeln. Die schematische Darstellung wird von Marsh et al. wiedergegeben [32]. 

Da die EPS die Materialeigenschaften der Biofilme stark beeinflussen, ist es zu 

erwarten, dass die physikalischen Eigenschaften der Multi-Spezies-Biofilme von der 

Ko-Kultivierung stark geprägt werden. Dennoch wurde bislang nicht viel über die 

Materialeigenschaften solcher Multi-Spezies-Biofilme geforscht. Es ist z. B. derzeit 

nicht klar, was das Benetzungsverhalten oder die Oberflächenrauigkeit einer ko-
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kultivierten Biofilmkolonie bestimmt. Diese Eigenschaften von binären Mischungen 

von B. subtilis NCIB 3610, natto und B-1 Stämmen werden in Kapitel 4.3 eingehend 

untersucht. Durch eine quantitative, metrologische Analyse der Oberflächen-

topographie können so nicht nur die mengenmäßig dominierenden Bakterien, sondern 

auch die für die Materialeigenschaften prägenden Stämme der ko-kultivierten 

Biofilmkolonien erkannt werden. 

Die quantitative Analyse der Oberflächentopographie ist eine häufig eingesetzte 

Methode in der Materialerforschung. Wie oben erwähnt beeinflusst die Topographie 

der Oberfläche wichtige Materialeigenschaften. Biokompatibilität [33], Adhäsion [34], 

Beständigkeit [35,36], Reibung [37] sowie Benetzungsverhalten sind Beispiele. Die 

detaillierte Beziehung zwischen Benetzungsverhalten und Oberflächenrauigkeit 

einer Materialoberfläche ist derzeit ein spannendes Thema der Materialwissenschaft 

[38–40]. Besonders wichtig ist die Rauigkeit einer Oberfläche für die Ausprägung 

superhydrophober Eigenschaften. Die Superhydrophobie wird typischerweise mit 

extrem hohe Kontaktwinkelwerten und unterschiedliche Adhäsionsverhalten des 

Wassers beschrieben [41]. Die oben erklärten Modi von Superhydrophobie, d. h. 

Rosen-ähnlich und Lotus-ähnlich, sind die häufigen Beispiele der verschiedenen 

Wasseradhäsion der superhydrophoben Oberflächen. Die Höhe, der Achsabstand 

sowie andere geometrische Merkmale von Oberflächenstrukturen wie z. B. die 

Konvexität, Konkavität oder Rundheit sind wichtige Faktoren, die den Modus der 

Superhydrophobie bestimmen. Zudem erfordert eine Oberfläche eine Rauheit im 

Mikro- und Nanobereich, um die extremen Formen der Superhydrophobie (d. h. 

Rosen-ähnlich oder Lotus ähnlich) zu erreichen [42,43]. Zum Beispiel weisen mit 

einem Wachs bedeckte, raue Blätteroberflächen infolge der Lufteinschlüsse ein Lotus-

ähnliches superhydrophobes Benetzungsverhalten auf. 

Die Natur ist voll von Beispielen der Superhydrophobie: Pflanzenblätter, Flügel der 

Insekten, der Zikaden oder der Schmetterlingen, Füße der Geckos, Augen der Mücke, 

sowie bakterielle Biofilme können superhydrophob sein [44]. Nach Werb et al. zeigen 

NCIB 3610 Biofilme  hydrophiles, Rosen-ähnlich oder Lotus-ähnlich superhydro-

phobes Benetzungsverhalten je nach verwendetem Nährstoffmedium [45]. Die 

Autoren dieser Studie zeigten, dass die Matrixzusammensetzung der Biofilme sich 

durch die Nährstoffverfügbarkeit verändert. Dadurch variiert auch die Rauigkeit der 

auf unterschiedlichen Nährstoffmedien gezüchteten Biofilme. Darüber hinaus kann 

das Benetzungsverhalten eines reifen Biofilms auch durch Behandlung mit 
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verschiedenen Lösungen verändert werden, die die Oberflächentopographie der 

Biofilme beeinflussen [35]. Durch Aufbringen von konzentrierten Ethanol-, Salz- oder 

Zucker-Lösungen auf eine Biofilmoberfläche sinkt die Rauigkeit der Biofilme bedingt 

durch osmotische Dehydrationseffekte der Oberflächenstrukturen. Dadurch werden 

superhydrophobe Biofilme teilweise sogar hydrophil, und sie verlieren ihre 

Beständigkeit gegen Erosion und Antibiotikabehandlung. 

Diese wichtige Beziehung zwischen der Oberflächentopographie und dem Benetzungs-

verhalten spielt daher eine zentrale Rolle für das Schicksal der Biofilme, weil die 

Benetzbarkeit eines Biofilms viele andere Eigenschaften beeinflusst.  Um den Einfluss 

bestimmter Topographiemerkmale auf die Benetzbarkeit von Materialien zu 

verstehen, werden typischerweise künstliche, regelmäßig strukturierte Oberfläche 

untersucht [43]. Allerdings ist es für komplexe, unregelmäßige Oberflächen nicht so 

einfach, deren Oberflächenmerkmale und ihr Benetzungsverhalten zu korrelieren. 

Bisher werden erwünschte Eigenschaften von Materialoberflächen durch 

zeitaufwändige Versuch-und-Irrtum-Ansätze erzielt. Hierzu kann aber nur die 

Rauigkeit-Benetzung-Beziehung von komplexen Oberflächen durch neu entwickelte 

maschinelle Lernmethode schneller analysiert werden, sondern es kann so auch die 

Optimierung eines Materialentwicklungsprozess erleichtert werden. In Kapitel 4.4. 

werden die Biofilme von B. subtilis natto, NCIB 3610, und B-1 Stämmen und 

verschiedene Pflanzenblätter mit hydrophilem, Rosen-ähnlich und Lotus-ähnlich 

superhydrophobem Benetzungsverhalten durch vier maschinelle Lernalgorithmen in 

Bezug auf ihre Benetzungsverhalten klassifiziert, indem die Algorithmen mit 

mikrotopographischen Daten dieser Oberflächen konfrontiert werden. Außerdem 

werden die wichtigsten topographischen Parameter für die Unterscheidung zwischen 

hydrophilen, Rosen-ähnlich, und Lotus-ähnlich superhydrophoben Oberflächen 

identifiziert.
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2 Materialien 

2.1 Bakterienstämme 

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Stämme von B. subtilis Bakterien 

verwendet, die sich in der Matrixzusammensetzung unterscheiden. B. subtilis ist ein 

weitgehend erforschter Angehöriger der Gattung Bacillus. Es handelt sich um aerobe, 

Endosporen-bildende, stabförmige, Gram-positive Bodenbakterien. Sie können eine 

Vielzahl von organischen Stoffen oxidieren. Ihre Fähigkeit auf unkomplizierten 

Medien zu wachsen, ermöglicht die Verwendung von B. subtilis als Modellorganismus 

für Gram-positive Bakterien allgemein, sowie der Erforschung der Endosporen- oder 

Biofilmbildung im Speziellen.  

Einer der in dieser Arbeit verwendeten Stämme ist NCIB 3610, dessen Matrix das 

Amyloid-Faserbildende Protein TasA [46,47], das Oberflächenschichtshydrophobin 

BslA [22,48] und die Exopolysaccharide [49] beinhaltet; letzteres wird vom epsA-O 

Operon exprimiert. Wenn NCIB 3610 Bakterien auf LB Agarplatten inkubiert 

werden, beeinflussen die Exopolysaccharide und das BslA Protein die Dimensionen 

des Biofilms [18], z.B. den Bereich, den die Biofilme abdecken. Zusammen mit TasA 

bestimmt BslA die Höhe der Biofilmkolonien, aber mit gegensätzlichen Effekten: 

Während TasA die Biofilmhöhe reduziert, erhöht BslA sie. Zusätzlich hängt die 

Rauigkeit der Biofilmoberfläche von BslA ab [18].  

Die Biofilme der anderen zwei Stämme, natto und B-1, bestehen zwar hauptsächlich 

aus Poly-γ-Glutaminsäure (Polyglutamat), aber der B-1 Stamm exprimiert zusätzlich 

das hydrophobe Protein BslA [17]. Dieses Protein ermöglicht das superhydrophobe 

Benetzungsverhalten der B-1 Biofilme, während die natto Biofilme unter den gleichen 

Bedingungen hydrophil bleiben. Tabelle 2.1 zeigt das Benetzungsverhalten von NCIB 

3610, natto und B-1 Biofilmen, die auf den LB (Luria/Miller) und MSgg (Minimal Salz 

Glycerin Glutamat) Nährmedien bei den Temperaturen von 30 °C und 37 °C mit 

niedriger (~25%) Feuchtigkeit angezüchtet wurden. 
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Tabelle 2.1: Benetzungsverhalten von B. subtilis NCIB 3610, B-1 und natto Biofilme 

angezüchtet auf verschiedenen Nährmedien laut [50] 

T [°C] Medium 
B. subtilis 

NCIB 3610 

B. subtilis 

B-1 

B. subtilis 

natto 

37 

LB hydrophil 
Lotus-ähnlich 

superhydrophob 
hydrophil 

MSgg 
Rosen-ähnlich 

superhydrophob 

Lotus-ähnlich 

superhydrophob 
hydrophil 

30 

LB hydrophil 
Lotus-ähnlich 

superhydrophob 
hydrophob 

MSgg 
Rosen-ähnlich 

superhydrophob 

Lotus-ähnlich 

superhydrophob 
hydrophob 

 

2.2 Nährmedien 

Um die Übernachtkulturen der Bakterien herzustellen, wurden ein extern bezogenes 

LB (Luria/Miller) Medium (Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit einer 

Konzentration von 25 g/L (2,5%) benutzt, das 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Trypton und 

10 g/L Natriumchloride (NaCl) enthält. Die bakteriellen Biofilme wurden auf 1,5% 

Agar angezüchtet, der entweder mit LB oder MSgg (Minimal Salz Glycerin Glutamat) 

Medien versetzt war. 

LB ist ein komplexes und nährstoffreiches Medium. Im Gegensatz dazu bietet ein 

chemisch gut definiertes MSgg Medium nur die minimalen Nährstoffe für das 

Bakterienwachstum. Laut Gallegos-Monterrosa et al., [8] beeinflussen die Nährstoffe 

die Biofilmeigenschaften, z.B. die Matrixzusammensetzung oder die Komplexität der 

Biofilmstruktur [51]. Aus diesem Grund wurden die Biofilme in dieser Arbeit auf zwei 

verschiedenen Medien (LB und MSgg) gebildet, um so Biofilme mit unterschiedlichen 

Eigenschaften zu erhalten (siehe Tabelle 2.1).   

Medium E wurde für die Herstellung von Polyglutamat durch den B-1 Stamm 

verwendet. Natrium-L-Glutamat in der Lösung ermöglicht hier nicht nur 

Bakterienwachstum, sondern auch die Herstellung des Polyglutamats [52].  
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2.3 Polymere 

2.3.1 Poly-γ-Glutaminsäure 

Poly-γ-Glutaminsäure (Polyglutamat, PGA) ist ein natürliches polyanionisches 

Polymer, das von verschiedenen Gram-positiv Bakterien sowie ausgewählten 

Archaeen und Eukaryoten synthetisiert wird. Es besteht aus den durch 

γ-Verbindungen verknüpften D- und/oder L-Glutamat Enantiomeren (Abbildung 2.1) 

[52,53]. PGA kann entweder an den Zellen haften oder in der Biofilmmatrix freigesetzt 

sein, und der jeweilige Zustand bestimmt seine Aufgabe. Wenn es an Bacillus 

anthracis und Staphylococcus epidermidis Bakterien haftet, schützt es diese 

Bakterien vor Phagozytose durch Makrophagen und wirkt somit als Virulenzfaktor. 

Freigesetztes PGA dagegen verstärkt den Widerstand der Bakterien gegen widrige 

Umgebungsbedingungen [53].   

Die Polymergröße hängt entweder von den synthetisierenden Organismen oder von 

den Isolationsmethoden ab. Die Größe der von B. subtilis hergestellten PGA-Moleküle 

variiert zwischen 160 kDa und 1500 kDa [53]. Für das von B. subtilis B-1 

synthetisierte PGA beträgt die Größe 1000 kDa [54]. Auch in dieser Doktorarbeit wird 

das vom B-1 Stamm hergestellte und dann gereinigte PGA verwendet. Die 

Herstellungs- und Isolationsmethode des PGAs wird in Anhang A.2 ausführlich 

beschrieben.  

 

Abbildung 2.1. Die chemische Struktur von Poly- γ-Glutaminsäure. PGA 

Polymere bestehen aus durch Amidbindungen verbundene D- und/oder L-

Glutaminsäureeinheiten [52].  

Da PGA hydrophil, biokompatibel, wasserlöslich, essbar, biologisch abbaubar und 

schadstofffrei ist, kann es in verschiedenen Bereichen wie Medizin, Lebensmittel- oder 

Kunststoffe-Industrie als Verdickungsmittel, Gefrierschutzmittel, Feuchthaltemittel, 

Wirkstoffträger, Schwermetallabsorptionsmittel, Gelbildner oder biologischer 

Klebstoff verwendet werden [52]. In dieser Doktorarbeit wurde PGA künstlich als 

Beispiel für ein polyanionisches Polymer der Matrix von NCIB 3610 Biofilm 

hinzugefügt, um die Kolonieeigenschaften zu verändern.  
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2.3.2 Alginsäure 

Alginsäure (Alginat) ist ein von Algen oder Bakterien hergestelltes natürliches 

Polysaccharid. Sie ist der hauptsächliche Matrixbestandteil der Biofilme von 

Azetobacter vinelandii und der Biofilme zahlreicher Arten der Gattung Pseudomonas 

[55,56]. Dieses polyanionische, hydrophile Polymer bestimmt viele 

Materialeigenschaften der bakteriellen Biofilme wie die Biofilmsteifigkeit, die 

Biofilm- und Zelladhäsion, als auch die Biofilmschichtdicke [57].  

Die chemische Struktur des Alginats ist etwas heterogen: es besteht aus linearen 

Mischungen von 1-4 verbundenen α-L-Guluronat (G)-,   β-D-Mannuronat (M)- oder 

abwechselnden GM-Blöcken (Abbildung 2.2) [55,56]. Die Zusammensetzung und das 

Verhältnis der G- und M-Reste des Alginats hängen von dessen Quelle ab. Die 

Steifigkeit, die Stabilität und die Funktionalität der Alginat-Polymere werden durch 

dieses Verhältnis bestimmt. Zum Beispiel bestimmen das M/G-Verhältnis, die Länge 

der G-Blöcke und das Molekulargewicht der Alginat Polymere die Fähigkeit der 

Hydrogelbildung, weil nur G-Blöcke in der Lage sind, sich mit zweiwertigen Kationen 

in Chelatkomplexen  zu vernetzen [56,58].  

 

Abbildung 2.2. Chemische Struktur des Alginats. Alginat Polymere bestehen aus 

G-, M- und GM-Blöcken [55].   

Zurzeit werden bereits mehr als 200 verschiedene Derivate des Alginats in der 

Literatur beschrieben. Diese unterschiedlichen Vernetzungsmethoden zusammen mit 

dieser Vielfältigkeit der Alginat-Struktur ergeben einstellbare Materialeigenschaften 

und ermöglichen somit auch  die Anwendung des Alginats im Biomedizinbereich [56]. 

Neben seinen anderen Eigenschaften wird dieses gelbildende Polymer auch aufgrund 

seiner Biokompatibilität in der Wundheilung, der Gewebezüchtung und der 

Wirkstoffabgabe angewendet. Außerdem wird es als Modell für die Untersuchung des 
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bakteriellen Wachstums innerhalb einer Polymermatrix genutzt [59]. In dieser Arbeit 

wurde zusätzlich das extern bezogene, von Braunalgen synthetisierte Natrium-

Alginat in die Matrix des NCIB 3610 Biofilms gegeben, um die Veränderung der 

Kolonieeigenschaften zu untersuchen.   

2.3.3 Polyethylenglykol 

Polyethylenglykol (PEG) ist ein synthetisches Polymer, das aus sich wiederholenden 

Ethylen Glykol-Einheiten besteht (Abbildung 2.3). Es kann entweder durch 

anionische Polymerisierung oder Ringöffnungspolymerisation von Ethylenoxid 

gebildet werden [60]. Ferner können PEG Polymere mit chemisch aktiven 

funktionellen Einheiten verbunden werden. Diese reaktiven Derivate des PEGs 

können weiter mit Proteinen oder pharmazeutischen Wirkstoffen konjugiert werden 

[61]. Diese sogenannte PEGylierung ist eine häufig verwendete Methode, um die 

Biokompatibilität und die Stabilität der Stoffe im Blutkreislauf zu verbessern [60–62] 

.  

PEG ist ein hydrophiles, bei allen pH-Werten neutrales und biologisch inertes 

Polymer. Außerdem ist es gut löslich in Wasser und in verschiedenen organischen 

Lösungsmitteln. Diese vorteilhaften Eigenschaften sowie die strukturelle Flexibilität 

von PEG ermöglichen dessen Verwendung als Gefrierschutzmittel, Gleitmittel, 

Lebensmittelzusatzstoff oder Bewuchsschutzstoff sowie dessen Einsatz in der 

Gewebezüchtung, zur Wirkstoffabgabe sowie in Lebensmittel- oder 

Kosmetikprodukten  [60–62].  

Die Größe der gebildeten Polymeren variiert zwischen 200-8,000,000 g/mol [60] und 

bestimmt Polymereigenschaften wie Lösbarkeit, Schmelztemperatur und anderer 

Wärmeverhalten [60,63]. In dieser Arbeit wurden zwei PEG Moleküle mit 

verschiedenen Molekülgrößen (600 und 10000 g/mol) benutzt, um den Einfluss der 

Größe der zugefügten Polymere auf die Biofilmeigenschaften zu testen. 

 

Abbildung 2.3. Chemische Struktur von Polyethylenglykol. PEG wird durch 

Polymerisierung von Ethylenoxid gebildet [60].  
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2.4 Antibiotika 

In dieser Arbeit wurden zwei Antibiotika, Tetracyclin und Kanamycin, verwendet, um 

die Permeabilität der Biofilme zu testen. Da die Barrierewirkung der Biofilmmatrix 

gegenüber solchen Antibiotika bekannt ist, ist für Biofilmbakterien im Vergleich zu 

planktonischen Bakterien eine höhere Antibiotikakonzentration nötig [64]. Aus 

diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine ca. 150-mal höhere Konzentration als die 

minimale Hemmkonzentration dieser Antibiotika für planktonischen B. subtilis 

Bakterien verwendet [65,66].  

2.4.1 Tetracyclin  

Tetracyclin ist ein Breitbandantibiotikum, das gegen Gram-positive und Gram-

negative Bakterien wirksam ist. Es gibt zwei Sorten von Tetracyclin: die atypische ist 

bakterizid und die typische ist bakteriostatisch. Während die atypische Sorte (z.B. 

Chelocardin, 6-Thiatetracylin und Anhydrotetracyclin) die bakterielle Zellmembran 

aufbricht, verhindert die typische Sorte (Tetracyclin, Chlortetracyclin, Doxycyclin und 

Minocyclin) die Bindung der Aminoacyl-tRNA an die A-Stelle des mRNA-Ribosom-

Komplexes. Dadurch kann keine neue Aminosäure zum verlängernden Polypeptid 

binden und folglich werden die Proteinsynthese und das Bakterienwachstum inhibiert 

[67,68].  

2.4.2 Kanamycin 

Kanamycin gehört zu den Breitband-Aminoglykosid-Antibiotika. Aminoglykoside 

weisen eine hohe Affinität für prokaryotische rRNA auf. Die Bindung von Kanamycin 

an die 30S Untereinheit des Ribosoms ruft eine Fehlablesung der mRNA hervor, die 

die Herstellung von  funktionsunfähigen oder sogar toxischen Proteinen verursacht 

[69,70]. Darüber hinaus verhindert dieses Antibiotikum die Translokation der 

peptidyl-tRNA während der Proteinsynthese [69–71]. 
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3 Methoden und theoretischer Hintergrund 

3.1 Optische Untersuchungen 

3.1.1 3D-Laser-Rastermikroskopie 

Eine häufig verwendete Methode für die Oberflächenanalyse ist die Laser-

Rastermikroskopie. Die detaillierten Strukturen einer Probe im Nanobereich können 

durch diese Laseroptik abgebildet werden. Dafür werden Bilder mit einer großen 

Tiefenschärfe über den gesamten Messbereich (durch xy-Raster) erfasst. Eine 

Lochblende vor dem Detektor blockiert gestreutes Licht und verbessert so die 

Bildqualität. Die höchste Werte der gemessenen Lichtintensität erhält man, wenn die 

Probenoberfläche im Fokus des Strahlengangs liegt: dann ist die Lichtreflexion 

maximal. Durch die Zusammenstellung dieser Punkte maximaler Reflexion (z-

Achsenposition) an jeder x- und y-Achsenpositionen wird ein 3D-Bild der 

Probenoberfläche erfasst (Abbildung 3.1) [72].  

 

Abbildung 3.1. Laseroptik. Der Durchgang des ganzen Lichts ist möglich, wenn das 

Bild scharf ist (a: scharfes Bild, b: unscharfes Bild). Durch eine Kombination der 

z-Achsenpositionen von jedem Pixel wird ein 3D-Bild der Probe erzeugt, die der 

höchsten Intensität entsprechen (c). 

Diese optische Methode bringt große Vorteile: Geringere Unschärfe der Bilder bei 

erhöhter Auflösung, gute Kontrasteffekte mit einfachem Equipment, quantitative 

Darstellung des Probenreliefs, verbessertes Signal-Rausch-Verhältnis, elektronische 

Einstellung der Vergrößerung, xy-Raster über weite Bereiche und Verwendung von 

weniger komplexen Objektiven sind dadurch möglich. Diese Methode kann mit 

Weißlicht oder Laserlicht verwendet werden. Laserlichtquellen erzeugen monochrome 
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Lichtstrahlen mit einem hohen Maß von Polarisation, und somit Kohärenz. Die 

Laserlichtquellen, die hohe-Intensität erzeugen, sind daher sehr geeignet für diese 

Art von Mikroskopie. Aufgrund dieser Vorteile ist die Laser-Rastermikroskopie bei 

Oberflächenuntersuchungen weit verbreitet [73]. 

Das in dieser Doktorarbeit verwendete Gerät (VK-X1000, Keyence) ist mit einer 

Laser- und einer weißen LED-Lichtquelle ausgestattet und kann drei Arten von 

Bilddaten erzeugen: ein Laserintensitätsbild, ein Bild mit Höhendaten und ein 

„Farb“bild. Das letzte wird durch weißes LED-Licht erhalten. Für die Messung wird 

das Laserlicht erst auf eine Position der z-Achse fokussiert. Danach wird der 

Bildbereich im Sichtfeld abgetastet, indem es (bei hoher Auflösung) in 1204x768 Pixel 

unterteilt wird. Der Detektor erfasst das reflektierte Licht an jedem Pixel. 

Anschließend verschiebt sich der Fokus der Objektivlinse entlang der z-Achse und die 

Intensitätsmessung wird an allen Nachbarpunkten auf die gleiche Weise wiederholt. 

Durch Bestimmung der z-Achsenposition mit der höchsten Intensität erhält man die 

Höhendaten. Diese Höhendaten werden kombiniert, um ein 3-D Bild der Oberflächen 

zu erzeugen. Laserintensitätsbilder können auch durch Kombination der 

Intensitätswerte  erstellt werden [72]. 

Dieses Gerät kann einen Messbereich von 7 mm in der Höhe und 675x506 µm in der 

Breite mit 20x Objektivvergrößerung (480x Gesamtvergrößerung) abtasten. Hierbei 

können 3D-Bilder der Oberflächen mit einer Auflösung von 0,5 nm in z-Richtung bzw. 

120 nm in xy-Richtung erzeugt werden. Danach werden die Höhendaten dieser Bilder 

von einer Software (MultiFileAnalyzer, Keyence) ausgewertet, um die 

Rauheitsparameter nach der Norm ISO 25178-2:2012 zu bestimmen. Mithilfe dieser 

24 Rauheitsparameter können die Oberflächen dann beurteilt werden.  Diese 

Parameter werden in 5 Kategorien eingeteilt: Höhen-, Hybrid-, Funktions-, und 

Funktions-Volumenparameter sowie räumliche Parameter (siehe Tabelle 3.1 und 

Anhang A.4) [74]. 

Die Höhenparameter werden aus Höhenänderungen berechnet, während die 

räumlichen Parameter in Beziehung zur Ebenen-Richtung gesetzt werden. Die 

Hybridparameter werden sowohl aus Höhenänderungen als auch der Ebenen-

Richtung bestimmt. Die Funktions- und Funktionsvolumenparameter werden 

mithilfe einer Materialanteilkurve (Abbot-Firestone-Kurve) berechnet [74].   
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Tabelle 3.1. Rauheitsparameter nach ISO 25178-2:2012 

Höhenparameter 

Sq Mittlere quadratische Höhe 

Sa Mittlere arithmetische Höhe 

Sz Maximale Höhe 

Sp Maximale Spitzenhöhe 

Sv Maximale Taltiefe 

Ssk Schiefe 

Sku Steilheit 

Hybridparameter 

Sdr 
Entwickeltes 

Übergangsflächenverhältnis 

Sdq 
Mittlerer quadratischer 

Gradient 

Spd Spitzendichte 

Spc 
Arithmetischer Mittelwert der 

Spitzenkrümmung 

 

Funktionsparameter 

Sk Kernhöhe 

Spk Reduzierte Spitzenhöhe 

Svk Reduzierte Talhöhe 

Smr1 Oberer Materialanteil 

Smr2 Unterer Materialanteil 

Sxp Extremwert der Spitzenhöhe 

Funktions-Volumenparameter 

Vvv Talleervolumen 

Vvc Kernleervolumen 

Vmp Spitzenmaterialvolumen 

Vmc Kernmaterialvolumen 

Räumliche Parameter 

Sal Autokorrelationslänge 

Str Textur-Seitenverhältnis 

Std Texturrichtung 

Ein häufig verwendeter Parameter für Oberflächencharakterisierung ist die mittlere 

quadratische Höhe (Sq): Sie entspricht der Standardabweichung der 

Höhenkoordinaten [74].  

𝑆𝑞 = √
1

𝐴
∬ 𝑧2(𝑥, 𝑦) 𝑑𝑥 𝑑𝑦

 

𝐴

 (Gleichung 1) 

Dennoch kann Sq (ähnlich wie die mittlere arithmetische Höhe, Sa) nicht die Spitzen, 

Täler und die Abstände der verschiedenen Texturmerkmale unterscheiden. Zwei 

Oberflächen mit denselben Sq-Werten können tatsächlich völlig unterschiedlich 

aussehen [75]. Für eine detaillierte Untersuchung einer Oberfläche werden deshalb 

mehrere Parameter benötigt. 
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Zum Beispiel gibt es noch die Maximale Höhe (Sz), welche der Summe aus der 

maximalen Spitzenhöhe (Sp) und der maximalen Taltiefe (Sv) entspricht:  

𝑆𝑧 = 𝑆𝑝 + 𝑆𝑣 (Gleichung 2) 

wobei 𝑆𝑝 = max
𝐴

𝑧(𝑥, 𝑦) und 𝑆𝑧 =  min
𝐴

𝑧(𝑥, 𝑦) sind. 

Die Spitzenhöhe ist relevant für den Kontakt der Oberfläche mit einer Flüssigkeit 

oder einer anderen Oberfläche zusammen, und die Taltiefe beeinflusst die 

Flüssigkeitsretentionskapazität der Oberfläche. Allerdings beschreiben Sp und Sv nur 

die Höhe von einzelnen Punkten einer Oberfläche; daher sollten auch andere 

Parameter verwendet werden, um die Spitzen- und Tälerstrukturen einer Probe 

genau zu bestimmen [74]. 

So gelten das Talleervolumen (Vvv) und das Kernleervolumen (Vvc) als Maße für die 

Flüssigkeitsretentionskapazität von Oberflächen: Oberflächen mit hohen Werten von 

Vvv und Vvc halten mehr Flüssigkeiten, wenn sie benetzt werden. Um die Vvv - und Vvc 

-Werte einer Oberfläche zu berechnen, wird die Abbot-Firestone-Kurve verwendet. 

q % des Leervolumens des flächenhaften Materialanteils (standardmäßig verwendet 

man q=80) entspricht dem Talleervolumen (Vvv). In ähnlicher Weise gibt das 

Kernleervolumen (Vvc) die Differenz des Leervolumens zwischen  p % und q % des 

flächenhaften Materialanteils (standardmäßig p=10 und q=80) an [74].  

Die Unterscheidung von Oberflächen mit identischer (Spitzen)höhe erfordert die 

Verwendung anderer (Spitzen)parameter wie z. B. die mittleren quadratischen 

Gradienten (Sdq): 

𝑆𝑑𝑞 = √
1

𝐴
∬ [(

𝜕𝑧(𝑥, 𝑦)

𝜕𝑥
)

2

+ (
𝜕𝑧(𝑥, 𝑦)

𝜕𝑦
)

2

] 𝑑𝑥 𝑑𝑦
 

𝐴

 (Gleichung 3) 

Aus relativ großen, langwelligen Komponenten bestehende Oberflächen weisen kleine 

Sdq-Werte auf, während der Sdq-Wert einer aus kurzwelligen Komponenten-

bestehenden Oberfläche größere Werte annimmt. Sdq gilt als ein Maß für sowohl die 

Amplitude als auch den Abstand der Oberflächenmerkmale. Ein anderer Parameter 

ist der arithmetische Mittelwert der Spitzenkrümmung (Spc), der verwendet wird, um 
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die Spitzenstruktur einer Oberfläche zu beschreiben. Ein kleiner Wert zeigt an, dass 

die Spitzen abgerundete Formen haben. Im Gegensatz dazu bedeutet ein größerer Spc-

Wert nadelartige Strukturen. Der Spc wird wie folgt berechnet: 

𝑆𝑝𝑐 = −
1

2𝑛
∑ (

𝜕2𝑧(𝑥, 𝑦)

𝜕𝑥2
+

𝜕2𝑧(𝑥, 𝑦)

𝜕𝑦2
)

𝑛

𝑘=1

 (Gleichung 4) 

Da die in dieser Arbeit verwendete Software die Verschmelzung der Spitzen von 

Mikrohügelbereichen mit den angrenzenden Bereichen nicht unterstützt, entspricht 

dieser Parameter (Spc) nicht der ISO 25178-2: 2012 [74]. 

Schließlich ist das entwickelte Übergangsflächenverhältnis (Sdr) ein Parameter, der 

häufig für die Beschreibung der gesamten Rauheit von Oberflächen verwendet wird. 

Sdr beschreibt das Verhältnis der Fläche zum Definitionsbereich und wird wie folgt 

berechnet: 

𝑆𝑑𝑟 =
1

𝐴
[∬ (√[1 + (

𝜕𝑧(𝑥, 𝑦)

𝜕𝑥
)

2

+ (
𝜕𝑧(𝑥, 𝑦)

𝜕𝑦
)

2

] − 1) 𝑑𝑥 𝑑𝑦
 

𝐴

] (Gleichung 5) 

Sdr ist ein hybrider Parameter. Das heißt, dass Sdr von sowohl der Höhe als auch der 

Wellenlänge (d.h. dem Abstand bestimmter Strukturmerkmale) der Oberfläche 

abhängt. Sein Wert erhöht sich mit einer ansteigenden Höhenamplitude und einer 

sinkenden Wellenlänge [74]. Da Sdr mit dem Rauigkeitsfaktor (Rf) zusammenhängt,  

ist er weit verbreitet, um die Benetzung, die Adhäsion und die Beschädigung von 

Oberflächen zu untersuchen [75]. In dieser Doktorarbeit wurde Sdr als ein zentraler 

Parameter für die Bestimmung der Oberflächenrauigkeit verwendet. Mithilfe der 

anderen Rauheitsparameter wurden dann Unterschiede zwischen den 

Biofilmoberflächen bestimmt. 

3.1.2 Raster-Elektronenmikroskopie 

Die Elektronenmikroskopie nutzt für die Bildherstellung Elektronen anstatt 

sichtbares Lichts. Während die Wellenlänge des sichtbaren Lichts zwischen 500 nm 

und 1000 nm variiert, berechnet sie sich beispielweise zu 0,0043 nm für ein Elektron 

mit einer Beschleunigungsspannung von 80 kV. Da das Auflösungsvermögen sich 
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nach der Abbe’schen Gleichung mit kleinerer Wellenlänge erhöht, ermöglicht die 

Elektronmikroskopie bessere Auflösungen und Vergrößerungen als Lichtmikroskopie.  

Es gibt zwei Haupttechniken der Elektronmikroskopie: Die Transmissionselektronen-

mikroskopie (TEM) und die Rasterelektronenmikroskopie (REM).  Während die 

Elektronen bei der TEM die Probe durchstrahlen, wird bei der REM der 

Elektronstrahl auf einen Punkt der Probenoberfläche fokussiert und die Probe 

zeilenweise abgerastert.  Deswegen ist die REM geeignet, die Oberflächentopographie 

zu untersuchen. 

In einem Rasterelektronenmikroskop werden die aus einer Kathode emittierten 

Elektronen mit einer Beschleunigungsspannung von zwischen 200 V und 50 kV in 

Richtung der Probe beschleunigt. Elektromagnetische Felder werden verwendet, um 

den Elektronenstrahl zu lenken: Er wird durch eine Kondensorlinse gebündelt und 

durch eine Objektlinse auf die Probenoberfläche fokussiert. Mithilfe einer 

Ablenkspule führt man den Elektronenstrahl über die Probe hin und her und rastert 

die Oberfläche zeilenweise ab. Die auf die Probe ankommenden Elektronen 

wechselwirken mit den Atomkernen und Hüllenelektronen der Probenatome. Wenn 

sie von der Probe elastisch gestreut werden, ergeben diese Rückstreuelektronen (RE) 

die Kontrastdaten der Bilder. Außerdem können entweder RE oder Strahlelektronen 

mit den Hüllenelektronen der Probe so wechselwirken, dass Sekundärelektronen (SE) 

mit geringer Energie (3-5 eV) freigegeben werden. Hierbei können aber nur die in 

Oberflächennahen Schichten erzeugten SE die Probe verlassen. Anschließend werden 

die SE und RE von verschiedenen Detektoren detektiert und somit ein Topographie-

bild erstellt. In dieser Doktorarbeit wurden REM-Bilder der bakteriellen Biofilme für 

eine qualitative Untersuchung der Oberflächentopographie bei hohen Vergrö-

ßerungen aufgenommen, die sonst mit Lichtmikroskopie nicht erreichbar sind [76].   

3.1.3 Fluoreszenzmikroskopie 

Die Elektronen von manchen Molekülen werden durch Licht bestimmter Wellenlänge 

angeregt und dann aus dem Grundzustand in einen angeregten Zustand gehoben. 

Weil sie vor der Rückkehr in den Grundzustand durch Vibration einen Teil ihrer 

Energie verlieren, senden sie dabei Licht mit längerer Wellenlänge aus. Diese 

Moleküle werden „Fluorophor (Fluorochrom)“ genannt, und die Nutzung der 

Fluoreszenz ist in der Bildgebung weit verbreitet. 
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Fluoreszenzmikroskopie ist eine Art der Lichtmikroskopie. Bei der 

Fluoreszenzmikroskopie muss Anregungs- und Emissionslicht effizient trennbar sein. 

Dazu werden zwei Filter eingesetzt: Der Anregungsfilter lässt nur Licht bestimmter 

Wellenlänge mit hoher Intensität durch.  Das vom Fluorophor emittierte Licht –

sogenanntes Fluoreszenzlicht- wird wieder vom Objektiv aufgefangen und passiert 

den dichroitischen Spiegel, der nur für Licht mit längerer Wellenlänge durchlässig ist. 

Dann engt der Emissionsfilter das passierte Licht in seiner Bandbreite ein, damit 

möglichst nur Fluoreszenz-Licht für die Bildgebung erhält  [76].  

In dieser Doktorarbeit wurde die Fluoreszenzmikroskopie zur Bestimmung der 

Anwesenheit von Fluoreszenzmarkierten Bakterien und zur quantitativen 

Bestimmung des Anteils von lebendigen und toten Bakterien verwendet.    

3.2 Benetzungsverhalten und Kontaktwinkelmessungen 

Der Zusammenhalt einer Flüssigkeit wird durch attraktive Kohäsionskräfte erzielt. 

Im stabilen Zustand wirken diese Kräfte gleichmäßig in alle Raumrichtungen mit den 

benachbarten Molekülen der Flüssigkeit. Natürlich haben die Moleküle an einer 

Oberfläche aber weniger Bindungen mit Nachbarmolekülen als die im Volumen einer 

Flüssigkeit. Infolgedessen haben die Moleküle an der Oberfläche überschüssige 

Energie. Diese Energie wird Oberflächenenergie oder Oberflächenspannung (γ) 

genannt und als Energie pro Fläche [J/m2] oder als Kraft pro Länge [N/m] angegeben. 

Zusätzlich entspricht die Oberflächenspannung der Energiezufuhr, die für die 

Entstehung einer Oberfläche, d. h. das Aufbrechen der Bindungen zwischen 

benachbarten Molekülen, erforderlich ist [77]. 

 Wenn ein Flüssigkeitstropfen auf eine feste, ebene Oberfläche aufgebracht wird, 

wirken drei Grenzflächenenergien: die zwischen den Festkörper-Flüssigkeit (γSL), 

Flüssigkeit-Luft (γLA) und Festkörper-Luft (γSA)-Grenzflächen gebildet werden (siehe 

Abbildung 3.2). In einem Gleichgewichtszustand bildet dieser Tropfen einen 

charakteristischen Winkel (θ0) entlang der sogenannten Dreiphasenkontaktlinie:  

𝛾𝑆𝐴 − (𝛾𝑆𝐿 + 𝛾𝐿𝐴 cos 𝜃0) = 0 (Gleichung 6) 
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Abbildung 3.2. Dreiphasenkontaktlinie. Drei Grenzflächenenergien zwischen 

Festkörper-Flüssigkeit (γSL), Flüssigkeit-Luft (γLA) und Festkörper-Luft (γSA)-

Grenzflächen wirken auf die Flüssigkeit, die auf einen Festkörper aufgebracht wird. 

Aus dieser Beziehung kann der sogenannte statische Kontaktwinkel (θ0) für den Fall 

perfekter (d.h. topographisch ebener und chemisch homogener) Oberflächen nach der 

Young’schen Gleichung berechnet werden [78]: 

cos 𝜃0 =
𝛾𝑆𝐴 − 𝛾𝑆𝐿

𝛾𝐿𝐴
 (Gleichung 7) 

Der statische Kontaktwinkel nimmt Werte zwischen 0° und 180° an; er gilt als Maß 

der Benetzbarkeit einer Oberfläche: Wenn die Oberfläche gut mit Wasser benetzbar 

ist, wird sie „hydrophil“ genannt und der Kontaktwinkel ist dann kleiner als 90°. Im 

Gegensatz dazu beschreibt ein Kontaktwinkel größer als 90° „hydrophobe“ 

Oberflächen, die nicht gut mit Wasser benetzbar sind.    

3.2.1 Wenzel- und Cassie-Zustände der Benetzung  

Die oben angegebene Young’sche Gleichung gilt für perfekte Oberflächen, allerdings 

sind die meisten natürlichen oder synthetischen Oberflächen nicht perfekt. Die 

Rauigkeit und die chemische Struktur einer Oberfläche beeinflussen das 

Benetzungsverhalten der Substanzen. Für eine chemisch homogene Oberfläche mit 

einer Rauigkeit Rf  wird der Kontaktwinkel (θ) nach der Wenzel-Gleichung berechnet; 

hier beschreibt Rf das Verhältnis der gesamten Fläche des Festkörpers zu seiner 

ebenen projizierten Fläche [79] : 

cos 𝜃 =  𝑅𝑓 ∙ cos 𝜃0 (Gleichung 8) 

wobei  𝑅𝑓 =  
𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑒 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑓𝑙ä𝑐ℎ𝑒

𝑒𝑏𝑒𝑛𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑗𝑖𝑧𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒
  ist. 
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Nach der Wenzel-Gleichung wird Kontaktwinkel θ kleiner als θ0 für hydrophile 

Oberflächen (cosθ0 > 0) mit Rf >1. Daneben wird er größer als θ0 für hydrophobe, raue 

Oberflächen (cosθ0 < 0). Das heißt, dass große Rauigkeitsfaktoren hydrophile 

Oberflächen hydrophiler und hydrophobe Oberflächen hydrophober machen [42].  

1944 erweiterten Cassie und Baxter den von Wenzel definierten Zustand auf chemisch 

inhomogene Oberflächen: zum Beispiel gilt das Cassie-Baxter Modell für raue 

Oberflächen mit Lufteinschlüssen zwischen Festkörper und Flüssigkeitstropfen. In 

diesem Fall wird nur ein Teil der Festkörperoberfläche (fSL)  mit einer Flüssigkeit 

benetzt. Daher wird die Fläche der Festkörper-Flüssigkeits-Grenzfläche zu Rf fSL. Da 

fSL zwischen 0 und 1 variiert, ist der Anteil der Flüssigkeits-Luft-Grenzfläche (1- fSL). 

Damit werden die drei Grenzflächenenergien zu Rf fSLγSL, Rf fSLγSA und (1- fSL)γLA. Für 

solche Oberflächen wird der statische Kontaktwinkel (θ) nach der unten stehenden 

Cassie-Baxter-Gleichung berechnet [80]: 

cos 𝜃 =  𝑅𝑓𝑓𝑆𝐿 ∙ cos 𝜃0 − 1 + 𝑓𝑆𝐿 (Gleichung 9) 

Nach den Wenzel- und Cassie-Gleichungen erhöht sich die Hydrophobie von 

hydrophoben Materialien durch eine erhöhte Rauigkeit. Um die sogenannte 

Superhydrophobie mit Kontaktwinkeln von höher als 130° zu erreichen, ist 

tatsächlich nicht nur eine hydrophobe Oberflächenchemie, sondern auch eine hohe 

Rauigkeit nötig [44]. Für die Beschreibung der Benetzungsmodi rauer, 

superhydrophoben Oberflächen werden am häufigsten die Modelle von Cassie 

(imprägnierter Cassie-Zustand bzw. Cassie-Baxter-Zustand) verwendet (siehe 

Abbildung 3.3). Zum Beispiel weisen die Blätter von Nelumbo nucifera (die Lotus 

Pflanze) ein bestimmtes superhydrophobes Benetzungsverhalten auf, das „Lotus-

ähnlich superhydrophob“ genannt wird. Sobald man einem Wassertropfen auf ein 

Lotus-Blatt gibt, rollt der Tropfen vom Blatt ab. Der Kontaktwinkel des Tropfens ist 

sehr hoch (~150°) und seine Adhäsion an die Oberfläche ist sehr schwach. 

Aufgrunddessen werden Lotus-Blätter und andere Lotus-ähnliche Oberflächen als 

„selbstreinigend“ bezeichnet. Diese Art der Superhydrophobie ist ein besonderer Fall 

des Cassie-Zustands. Bei diesem Lotus-Modus der Benetzung besitzt die Oberfläche 

mehr Nanostrukturen als der normale -aus Mikrostrukturen bestehende- Cassie-

Zustand. 
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Abbildung 3.3. Benetzungsmodi der superhydrophoben Oberflächen. Rosen- 

oder Lotus- ähnliche Oberflächen sind besondere Fällen des Cassie-Zustands mit 

beteiligten Nanostrukturen. 

Ein anderes Beispiel für einen superhydrophoben Zustand sind Rosen-Blütenblätter: 

Der Kontaktwinkel eines Wassertropfens auf einem Rosen-Blütenblatt ist zwar 

ebenfalls sehr hoch, aber der Tropfen bleibt auf dem Blütenblatt haften, auch wenn 

es auf den Kopf gestellt wird. Das Benetzungsverhalten dieser superhydrophoben und 

zugleich stark anhaftenden Oberflächen wird „Rosen-ähnlich superhydrophob“ 

genannt und es ist ein Spezialfall des Cassie-Zustands: Bei diesem Zustand 

(imprägnierter Cassie-Zustand) werden die Makrostrukturen mit Wasser gefüllt, 

während  die Luft in den Nanostrukturen eingeschlossen wird [43]. 

3.2.2 Kontaktwinkelhysterese 

Auf einer perfekten (d. h. chemische homogenen und ebenen) Oberfläche gibt es nur 

einen Gleichgewichtszustand entlang der Dreiphasenkontaktlinie (siehe Abbildung 

3.2), der den statischen Kontaktwinkel ergibt. Allerdings ermöglichen raue und/oder 

chemisch inhomogene Oberflächen vielfache Gleichgewichtszustände und damit 

verschiedene Kontaktwinkel. In solchen Fällen sind dynamische 

Kontaktwinkelmessungen nötigt, um das Benetzungsverhalten der Oberflächen zu 

identifizieren [43].   

Dynamische Kontaktwinkelmessungen können auf zwei Arten durchgeführt werden 

(Abbildung 3.4). Für die erste Methode wird eine kleine Menge zusätzlicher 

Flüssigkeit einem festsitzenden Tropfen hinzugefügt. Dadurch schreitet die 
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Kontaktlinie des Tropfens voran und dies ergibt den voranschreitenden 

Kontaktwinkeln. Sobald die gleiche Menge Flüssigkeit wieder entfernt wird, bildet 

sich dagegen erneut eine andere Kontaktlinie aus und ein rückschreitender 

Kontaktwinkel wird gemessen. Die Differenz zwischen voranschreitendem und 

rückschreitendem Kontaktwinkel ergibt die Kontaktwinkelhysterese: 

Da der Unterschied zwischen der Benetzung und der Entnetzung einer Oberfläche 

durch Adhäsionshysterese erzeugt wird, gilt die Kontaktwinkelhysterese als ein Maß 

hierfür. Deswegen werden Kontaktwinkelhysteresemessungen zur Bestimmung der 

Benetzungsmodi superhydrophober Oberflächen verwendet.  Zum Beispiel ergibt eine 

Rosen-ähnliche Oberfläche hohe Werte der Kontaktwinkelhysterese, weil die 

Adhäsion des Tropfens zur Oberfläche sehr stark ist.  Dagegen weist eine Lotus-

ähnliche Oberfläche eine geringe Kontaktwinkelhysterese auf.  

 

Abbildung 3.4. Kontaktwinkelhysteresemessungen. Der detaillierte Benet-

zungsmodus von superhydrophoben Oberflächen kann durch die Kontakt-

winkelhysterese identifiziert werden. a) Während Benetzung und Entnetzung 

unterscheiden sich Rosen- und Lotus-ähnliche Oberflächen, und dieser Unterschied 

kann quantitativ gemessen werden. b)  Die voran- und rückschreitenden 

Kontaktwinkel eines bewegenden Tropfens können gemessen werden oder man kann 

den Tropfen beobachten, ob er abrollt (Lotus-artig) oder anhaftet (Rosen-artig).  

Bei der zweiten Methode wird der Tropfen entlang der Oberfläche bewegt. Dafür kann 

man zum Beispiel die Oberfläche neigen. Die Kontaktwinkel an der Vorderseite (d.h. 

voranschreitende Kontaktwinkel) und an der Rückseite (d.h. rückschreitende 

∆𝜃 =  𝜃𝑣𝑜𝑟 − 𝜃𝑟ü𝑐𝑘 (Gleichung 10) 
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Kontaktwinkel) des Tropfens werden gemessen und die Kontaktwinkelhysterese wie 

oben erwähnt berechnet. Mit dieser Methode können die Benetzungsmodi der 

superhydrophoben Oberflächen aber auch qualitativ bestimmt werden: man 

beobachtet, ob der Tropfen von der Oberfläche abrollt oder daran haftet. Somit 

unterscheidet man, ob das Benetzungsverhalten der Oberfläche der von Rosen-

Blütenblättern oder Lotus-Blättern ähnelt [42,43].  

3.3 Makrorheologie 

Rheologie ist die Wissenschaft der Deformation und des Fließens der Materialien. Alle 

natürlichen oder synthetischen Materialien zeigen eine Reaktion, wenn eine Kraft auf 

sie einwirkt: Sie fließen oder verformen sich. Je nach Scherverhalten werden zwei 

Idealzustände für Materialien beschrieben: idealviskose Flüssigkeiten oder 

idealelastische Festkörper. Die idealviskosen Materialien beginnen zu fließen, wenn 

eine äußere Kraft auf sie einwirkt und sie bleiben verformt, sobald die Kraft wegfällt. 

Im Gegensatz dazu reagieren die idealelastischen Materialien sofort auf eine äußere 

einwirkende Kraft und die aufgetretene Verformung erholt sich vollständig, wenn 

diese Kraft weggenommen wird. Allerdings befinden die meisten Materialien sich in 

einem Zwischenzustand, der diese beiden Verhaltensweisen kombiniert. Solche 

Materialien werden „viskoelastisch“ genannt und weisen unterschiedliche Anteile der 

viskosen und elastischen Verhaltensformen auf [81].  

Oszillationstests sind bekannte makrorheologische Methoden, die die Antwort einer 

Substanze auf einwirkende Kräfte beschreiben, indem sie das Fließ- und 

Deformationsverhalten der viskoelastischen Materialien messen. Zum Durchführen 

eines Oszillationstests wird eine Probe zwischen zwei parallele Platten gebracht; die 

obere Platte oszilliert hin- und her, während die untere Platte unbeweglich ist. Die 

auftretende Schubspannung (τ), wenn eine Kraft F auf die (Scher)fläche A der Probe 

einwirkt, ist dann:  

𝜏 = 𝐹/𝐴 (Gleichung 11) 

Im linearen Antwortbereich, wo das Verhältnis der Spannung und Dehnung (γ) 

unabhängig von der Größe der einwirkenden Kraft oder Deformation ist, gilt nach 
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dem Hooke’schen Gesetz, dass die Schubspannung direkt proportional zur Dehnung 

der Materialien ist: 

𝜏(𝑡) =  𝐺∗ ∙  𝛾(𝑡) (Gleichung 12) 

Hier tritt G* das komplexe Schubmodul auf und setzt sich aus einer viskosen und 

elastischen Komponente zusammen:  

𝐺∗ =  𝐺′ + 𝑖 ∙ 𝐺′′ (Gleichung 13) 

Durch G' und G'' werden hier die elastische und viskose Komponente der 

Materialantwort dargestellt. Das Speichermodul (G') gilt als Maß für die gespeicherte 

Energie in dem Material während des Schervorgangs, die nachher zur 

Wiederherstellung dessen Form verwendet wird. Das Verlustmodul (G'') steht für die 

Energie, die während des Schervorgangs verloren geht. Diese Energie wird entweder 

für eine Veränderung der Materialienstruktur benutzt oder an die Umgebung 

abgegeben.  

Während eines Oszillationstests wirkt eine sinusförmige Schubspannung auf die 

Probe ein: 

𝜏(𝑡) =  𝜏0 𝑠𝑖𝑛(𝜔𝑡) (Gleichung 14) 

Wobei 𝜔 =  2𝜋 ∙ 𝑓 ist.   

In diesem Fall tritt eine Dehnung zwar mit der gleichen Frequenz ω (bzw. f) auf, aber 

es gibt eine Phasenverschiebung von δ zwischen der Schubspannung und der 

Dehnung: 

𝛾(𝑡) =  𝛾0 𝑠𝑖𝑛(𝜔𝑡 + 𝛿) (Gleichung 15) 

Der Winkel der Phasenverschiebung variiert zwischen 0° und 90°, und dessen Maß 

hängt von den viskoelastischen Eigenschaften der Materialien ab. Zum Beispiel ist er 

0° für einen idealelastischen Festkörper, wohingegen idealviskose Flüssigkeiten eine 

Phasenverschiebung von 90° haben. Alle anderen nicht-idealen, d.h. viskoelastischen, 

Materialien weisen eine Phasenverschiebung von 0° < δ < 90° zwischen der 

Schubspannung und der Dehnung auf. Mit diesem Winkel der Phasenverschiebung 
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können das Speichermodul (G') und das Verlustmodul (G'') der Probe berechnet 

werden [81]: 

𝐺′(𝑓) =  
𝜏0

𝛾0
cos 𝛿 (𝑓) (Gleichung 16) 

𝐺′′(𝑓) =  
𝜏0

𝛾0
sin 𝛿 (𝑓) (Gleichung 17) 

In dieser Arbeit wurden Frequenz-Sweep-Messungen zur Charakterisierung der 

Biofilme von B. subtilis NCIB 3610 und B-1 Bakterien durchgeführt.  Infolge ihres 

reichen Polymer-Gehalts können die bakteriellen Biofilme als Polymer-Netzwerke 

behandelt werden. Das heißt, dass ihr viskoelastisches Verhalten abhängig von der 

Frequenz der Deformation ist [82,83]. Nach Lieleg et al. (2011) dominiert z. B. das 

Speichermodul von Pseudomonas aeruginosa Biofilmen über das Verlustmodul bei 

Frequenzen unter ~10 Hz.  Allerdings wird das Verlustmodul dominant, wenn die 

Scherfrequenz über ~30 Hz erhöht wird. Darüber hinaus verändern sich die beide 

Module nicht bei Frequenzen zwischen 0.1 und 10 Hz [82]. Deswegen wurden die 

Messungen dieser Doktorarbeit auch in diesem Frequenzbereich vorgenommen. Da 

bei niedrigen Frequenzen das Speichermodul der Biofilme über das Verlustmodul 

dominierte, wurde die Biofilmsteifigkeit als Speichermodul bei einer mittleren 

Frequenz von 1 Hz angegeben. 

Ein Einfluss der Viskoelastizität von verschiedenen Biofilmen auf ihren Widerstand 

gegen mechanische und chemische Belastungen wurde bereits beobachtet [10]. Weil 

die Biofilme der in dieser Arbeit verwendeten Bakterien unterschiedliche 

Matrixzusammensetzung haben, variiert erwartungsgemäß ihre Steifigkeit. Zum 

Beispiel haben Kretschmer et al. (2021) das Speichermodul der B-1 Biofilme als 

~100 Pa bestimmt. Für NCIB 3610 Biofilme beträgt es dagegen ~1 kPa [84]. In 

ähnlicher Weise haben Kesel et al. (2016) eine 10-fach höhere Steifigkeit für NCIB 

3610 Biofilme als für B-1 Biofilme berichtet [17]. Zusammen mit dem 

Benetzungsverhalten spielt die Steifigkeit eine wichtige Rolle für die Adhäsion, die 

Kohäsion [84] und den Erosionswiderstand [85] der Biofilme 

 



29 

4 Zusammenfassungen der Publikationen  

4.1 Bacterial Materials: Applications of Natural and Modified 

Biofilms 

Elif N. Hayta, Marvin J. Ertelt, Martin Kretschmer, und Oliver Lieleg 

Biofilme sind viskoelastische, selbstheilende, gegen toxische Stoffe resistente, 

manchmal hydrophobe und robuste, lebendige Materialien. Zudem können manche 

Biofilme Strom erzeugen, indem sie Nährstoffe konvertieren. Einerseits verursacht 

diese Stabilität der Biofilme großen Schaden in industriellen oder medizinischen 

Einrichtungen, andererseits kann man von dieser Robustheit der Biofilme auch 

profitieren. Ferner können die entsprechenden Merkmale der Biofilme verstärkt 

werden und zusätzliche Funktionen hinzugefügt werden. Hierzu werden die Biofilme 

mit Nanopartikeln, Makromolekülen, Mineralen, Metallionen, Enzymen oder anderen 

Bakterien kombiniert. 

 

Abbildung 4. 1. Inhaltsübersichtsgrafik. Bakterielle Biofilme können mit Makro-

molekülen, Enzymen, Nanopartikeln, Mineralen, Metallionen oder mit anderen 

Bakterien kombiniert werden. Diese modifizierten Biofilme finden Anwendung in 

Bereichen wie landwirtschaftliche, industrielle oder Umwelt-Biotechnologie, Medizin 

und Bauwesen sowie Stromerzeugung.  
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Eine Immobilisierung von Enzymen oder von katalytischen Nanopartikeln in 

bakteriellen Biofilmen oder eine Ko-Kultivierung von Biofilm-bildenden Bakterien 

mit anderen, katalytischen Bakterien kombiniert den vom Biofilm gebotenen Schutz 

mit katalytischer Aktivität. Des Weiteren verändern sich die Materialeigenschaften 

eines Biofilms wie die Steifigkeit, die Viskoelastizität und die Oberflächen-

topographie, wenn Metallionen, extrazellulär DNA, Minerale oder Polymere der 

Biofilmmatrix hinzugefügt werden. Somit kann man Biofilme mit erwünschten 

Eigenschaften erhalten. Zusätzlich können die Biofilme mit Polymeren oder 

Mineralen beschichtet werden, um die Beständigkeit der Biofilme zu verstärken. 

Außerdem kann die Beimengung von Elektronenmediator-Molekülen, leitenden 

Polymeren, Kohlenstoff-Nanoröhrchen oder anderen Kohlenstoffbasierten Nano-

partikeln nicht nur die Leitfähigkeit der Biofilme verstärken, sondern auch das 

Biofilmwachstum verbessern, weil hiermit die Elektronentransferfähigkeit und die 

Porosität der Biofilme erhöht wird und somit mehr Nährstoffe und Sauerstoffe im 

Volumen des Biofilms ankommen.  

Darüber hinaus können zementartige Materialien durch Hinzufügung von 

Bakteriensuspensionen, Sporen, abgesonderten Makromolekülen, Zellfragmenten als 

auch ganzen Biofilmen verbessert werden. Zudem können hier toxische Stoffe durch 

bakterielle Zusatzstoffe ersetzt werden und die Bakterien können eine 

Biozementierung durchführen. Damit ist ein nachhaltiges und umweltfreundliches 

Bauwesen möglich.  

Zusammenfasend werden in dieser Arbeit die Möglichkeiten der Anwendung von 

natürlichen oder veränderten Biofilmen als robuste, selbstheilende, lebendige 

Materialien in verschiedenen Bereichen wie (landwirtschaftliche, industrielle oder 

Umwelt-) Biotechnologie, Medizin und Bauwesen sowie Stromerzeugung dargestellt.  

 

 

Einzelne Beiträge der Kandidatin: Ich habe an der Konzepterstellung dieser Arbeit 

mitgewirkt und den größten Teil des Manuskripts geschrieben. 
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4.2. Biopolymer-enriched B. subtilis NCIB 3610 biofilms exhibit 

increased erosion resistance 

Elif N. Hayta und Oliver Lieleg 

Mit der Biofilmbildung gewinnen Bakterien Beständigkeit gegenüber Erosion, die 

infolge von Scherkräften auftritt. Das verschafft einen großen Vorteil bei vielen 

biotechnologischen Anwendungen von Biofilmen, in welchen sie einer Strömung 

ausgesetzt sind. Bislang wurde festgestellt, dass die Erosionsbeständigkeit 

bakterieller Biofilme durch ihr Adhäsionsverhalten, ihre viskoelastischen 

Eigenschaften und ihre Benetzbarkeit bestimmt werden. In dieser Arbeit wird nun 

gezeigt, wie die Erosionsbeständigkeit von B. subtilis NCIB 3610 Biofilmen verbessert 

werden kann, indem fremde (Bio)Polymere wie Polyglutamat (PGA), Alginat und 

Polyethylen Glykol (PEG) während des Biofilmwachstums in die Biofilmmatrix 

integriert werden.  

 

Abbildung 4.2. Einfluss der Beimengung von Biopolymeren auf a) Erosions-

beständigkeit und b) Benetzungsmodus der NCIB 3610 Biofilmen. Die 

Bezeichnungen "PGA", "Alginat", "PEG 600" und "PEG 10000" beziehen sich auf NCIB 

3610-Biofilme, die mit diesen Biopolymeren angereichert sind. Die mit Puffer 

verdünnte NCIB 3610-Probe ist mit "Verdünnung" gekennzeichnet. Diese 

angereicherten Biofilme werden mit sowohl rosen-ähnlichen NCIB 3610 Biofilmen als 

auch lotus-ähnlichen, stark erosionsbeständigen B-1 Biofilmen verglicht.  

Die künstliche Beigabe dieser Polymere zu NCIB 3610 Biofilmen führt zu einer 

deutlichen Erhöhung der Erosionsbeständigkeit aufgrund einer leichten Veränderung 
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der Oberflächentopographie: Infolge der Beimengung dieser Polymere verringern sich 

die Tiefe und das Volumen von Talstukturen an der Biofilmoberfläche, während die 

anderen Merkmale der Oberflächenrauigkeit unverändert bleiben. Das führt zu einer 

Änderung der Art der Superhydrophobie: der sich Rosen-ähnliche NCIB 3610 Biofilme 

erhalten einen Zwischenzustand, lotus-ähnlichen B-1 Biofilmen annähert. Die 

schwächere Wasseradhäsion erzeugten Biofilme (vergleichen mit Rosen-ähnlichen 

Biofilmen) lässt sich an den verringerten Werten der Kontaktwinkel-hysterese 

ablesen. Jedoch werden das viskoelastische Verhalten und die mikroskopischen 

Penetrationseigenschaften der Biofilme hierbei nicht beeinträchtigt. 

Weiterhin werden ähnliche Ergebnisse mit mehreren getesteten Biopolymeren erzielt, 

die sich in Bezug auf Nettoladung und Molekulargewicht unterscheiden.  Das deutet 

darauf hin, dass eine Vielzahl verschiedener (Bio)Polymere für einen ähnlichen Zweck 

eingesetzt werden kann. 

Zusammenfassend stellt diese Arbeit dar, wie die Beimengung von verschiedenen 

Polymeren die Erosionsbeständigkeit von NCIB 3610 Biofilme verbessert. Die 

verminderten Täler der Biofilmoberfläche lassen zwar weniges Wasser an die 

Oberfläche haften, aber noch können im Wasser gelöste kleine Moleküle in den Biofilm 

diffundieren. Der hier vorgestellte Ansatz könnte neuartige Anwendungen von 

bakteriellen Biofilmen ermöglichen, bei denen sie stabiler gegen Scherkräfte aber 

gleichzeitig durchlässig für Nährstoffe oder andere Moleküle sein sollen.  

 

 

Einzelne Beiträge der Kandidatin: Ich habe an der Konzepterstellung dieser Arbeit 

und der Planung der Versuche mitgewirkt, die Versuche durchgeführt, die Daten 

analysiert und das Manuskript verfasst.  
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4.3 Topography quantifications allow for identifying the 

contribution of parental strains to physical properties of co-cultured 

biofilms  

Elif N. Hayta, Carolin A. Rickert und Oliver Lieleg 

In der Biofilmerforschung werden meistens Biofilme untersucht, die von einzelnen 

Bakterien erzeugt wurden: in der Natur aber kommen in Biofilmen oft eine 

Kombination verschiedener Mikroorganismen vor. Solche Multi-Spezies-Biofilme 

weisen Merkmale und Eigenschaften auf, die durch die Mischung der beteiligten 

Stämme bedingt sind. Bislang wurden die möglichen biologischen Wechselwirkungen 

zwischen verschiedenen Bakterien in Multi-Spezies-Biofilmen bereits gründlich 

untersucht. Allerdings ist nur sehr wenig darüber bekannt, was die Material-

eigenschaften eines Multi-Spezies-Biofilms bestimmt. In dieser Arbeit wird 

untersucht, wie die Ko-Kultivierung zweier B. subtilis Stämme die physikalischen 

Eigenschaften der Biofilmkolonien wie die Oberflächentopographie und das 

Benetzungsverhalten beeinflusst. 

 

 

Abbildung 4. 3. Monokulturen und 

binäre Mischungen von ko-

kultivierten B. subtilis NCIB 3610, 

natto und B-1 Biofilmkolonien, die 

auf LB-Agar angezüchtet wurden. 

In jeder Ecke des Dreiecks ist ein 

typisches Beispiel für eine Einzel-

stammkolonie abgebildet; dazwischen 

sind Beispielbilder von Mischkolonien 

zu sehen. Die Farbe der Bildrahmen 

gibt das Benetzungsverhalten der 

jeweiligen Biofilmkolonien an. Die 

Torten-diagramme unter den Bildern 

beschreiben die Häufigkeit, mit der die 

verschiedenen Benetzungsverhaltens 

bei den Mischkolonien auftreten.  

Binäre Mischungen von B. subtilis NCIB 3610, natto und B-1 Stämmen ergeben 

Biofilmkolonien, die morphologisch je von einem „Eltern“-Stamm dominiert werden. 

Diese „Tochter“-Kolonien werden in Bezug auf ihre Morphologie durch ein Juroren-

Panel als „NCIB 3610- ähnlich“, „natto-ähnlich“ oder „B-1-ähnlich“ klassifiziert. 



34 

Zusätzlich bestimmen die dominierenden Eltern-Stämme auch das 

Benetzungsverhalten der Tochter-Biofilmkolonien: als „B-1 ähnlich“ klassifizierte 

Tochterkolonien weisen ein Benetzungsverhalten wie pure B-1 Biofilme (lotus-ähnlich 

superhydrophob) auf. Die Oberflächentopographie dieser Tochter-Kolonien 

unterscheidet sich jedoch geringfügig, aber signifikant von der des dominierenden 

Eltern-Stamms.  

Die Ursache für den leichten Unterschied zwischen den Tochter-Kolonien und den 

Kolonien ihrer dominierenden Eltern-Stämme wird durch die Anwesenheit des 

anderen Eltern-Stammes erklärt. Durch Verwendung eines fluoreszenzmarkierten 

NCIB 3610 Stammes kann das Verhältnis der fluoreszierenden (=NCIB 3610) und 

nicht-fluoreszierenden (=natto oder B-1) Bakterien in den ko-kultivierten Kolonien 

bestimmt werden. Weiterhin werden ähnliche Ergebnisse erhalten, wenn die binären 

Mischungen dieser drei B. subtilis Stämmen auf einem anderen Nährstoffmedium 

gezüchtet werden.  

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass ko-kultivierte Biofilmkolonien stets von 

einem der Eltern-Stämme dominiert werden und dieser dominierende Eltern-Stamm 

hauptsächlich die makro- und mikro-Morphologie der Biofilme bestimmt. Dennoch 

werden diese Tochter-Kolonien von dem anderen Eltern-Stamm signifikant 

beeinflusst. Die Anwesenheit des anderen Stammes innerhalb des Biofilms kann 

durch eine mikrotopographische Oberflächen-Analyse erkannt werden, nicht aber auf 

makro-morphologischen Bildern.  

 

 

Einzelne Beiträge der Kandidatin: Ich habe an der Konzepterstellung dieser Arbeit 

und der Planung der Versuche mitgewirkt, die Versuche durchgeführt, die Daten 

analysiert und am Verfassen des Manuskripts mit 
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4.4 Machine Learning Approach to Analyze the Surface Properties 

of Biological Materials 

Carolin A. Rickert, Elif N. Hayta, Daniel M. Selle, Ioannis Kouroudis, Milan Harth, 

Alessio Gagliardi und Oliver Lieleg 

Viele Eigenschaften von Materialien wie ihr Benetzungsverhalten, Adhäsion, 

Reibung, Beständigkeit, elektrische Eigenschaften sowie Biokompatibilität hängen 

hauptsächlich von der chemischen Struktur und Morphologie der Oberflächen ab. Da 

die Beziehung zwischen diesen oberflächenbezogenen Eigenschaften und der 

Oberflächentopographie noch nicht gut erklärt ist, werden typischerweise 

zeitaufwändige Versuch-und-Irrtum-Ansätze verwendet, um erwünschtes Verhalten 

der Materialoberflächen zu erzielen. Hierzu kann das maschinelle Lernen helfen, die 

Optimierung eines Materialentwicklungsprozesses zu erleichtern. In dieser Arbeit 

werden die topographischen Merkmale von komplexen biologischen Materialien, die 

durch 21 metrologischen Parameter beschrieben werden, durch maschinelles Lernen 

analysiert. Verschiedene biologische Oberflächen wie Pflanzenblätter oder bakterielle 

Biofilme können in Bezug auf ihr Benetzungsverhalten erfolgreich klassifiziert 

werden, indem vier maschinelle Lern-Algorithmen (d.h. k-Nearest Neighbors, 

Gaussian naïve Bayes, Logistic Regression und Random Forest) mit mikrotopo-

graphischen Daten dieser Oberflächen konfrontiert werden. 

 

Abbildung 4.4. Dimensionsreduktion des gesammelten Datensatzes. Vier 

Parameter (Sdr, Sdq, Vvv und Spc) sind für die Klassifizierung der biologischen 

Oberflächen in Bezug auf ihr Benetzungsverhalten ausreichend.  
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Auf MSgg Nährstoffmedium gebildete B. subtilis NCIB 3610 Biofilme weisen Rosen-

ähnliche Superhydrophobie auf, während B-1 Biofilme Lotus-ähnlich superhydrophob 

und natto Biofilme hydrophil sind. Durch Wachstum auf LB Medium werden NCIB 

3610 Biofilme hydrophil, das Benetzungsverhalten der anderen (B-1 und natto) 

Biofilme bleibt aber unverändert. Zuerst werden die Algorithmen mit MSgg-Daten 

trainiert und tatsächlich können die MSgg-Biofilme erfolgreich (d. h. mit hoher 

Genauigkeit, Spezifität und Sensitivität) klassifiziert werden. Die mit MSgg-Daten 

trainierten Algorithmen funktionieren auch gut, wenn auf LB Medium gewachsene 

Biofilme bezüglich ihres Benetzungsverhaltens klassifiziert werden. Das bedeutet 

konkret, dass NCIB 3610 Biofilme auf LB Medium als hydrophil (wie natto auf MSgg) 

erkannt werden. Wenn die Algorithmen mit topographischen Daten von 

verschiedenen Pflanzen mit dem gleichen Set von Benetzungsverhalten (d. h. 

hydrophil, Rosen-ähnlich superhydrophob und Lotus-ähnlich superhydrophob) 

trainiert werden, können sie die Biofilme jedoch nicht erfolgreich klassifizieren (und 

umgekehrt). Dennoch erzielen diese Algorithmen hohe Genauigkeitswerte, wenn 

Daten von beide Gruppen (von Biofilmen und Pflanzenblättern) für Training 

verwendet werden. Die höchste Genauigkeit für die Klassifizierung (~95 %) konnte 

mit dem Random Forest-Algorithmus erreicht werden. Hiermit wurden auch die 

wichtigsten Oberflächenmerkmale (d.h. Topographieparameter) durch eine 

Dimensionsreduktion bestimmt: Mit nur vier Parametern (Sdr, Sdq, Vvv und Spc) kann 

dieser Algorithmus hydrophile, Rosen-ähnliche superhydrophobe und Lotus-ähnliche 

super-hydrophobe Oberflächen erfolgreich unterscheiden. 

Zusammenfassend ermöglichen die in dieser Arbeit verwendeten Algorithmen die 

Vorhersage des Benetzungsverhaltens von komplexen, biologischen Oberflächen 

aufgrund der Oberflächentopographiedaten. Diese Erkenntnisse können für viele 

andere Materialforschungsprobleme hilfreich sein, z. B für Schadenbeurteilung sowie 

Adhäsion- oder Reibungsversuchen.  

 

Einzelne Beiträge der Kandidatin: Ich habe an der Konzepterstellung dieser Arbeit, 

sowie der Planung und der Durchführung der Versuche mitgewirkt.  
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5 Diskussion 

Bakterielle Biofilme sind eine großartige Kombination aus funktionellen, mikrobiellen 

Gemeinschaften und robusten, klebrigen, viskoelastischen Materialien. Mit ihren 

herausragenden Eigenschaften können sie einerseits als persistente, schädliche 

Kontaminationen, andererseits aber auch als beständige, biotechnologische 

Werkzeuge betrachtet werden.  Wie bei klassischen Werkstoffen spielen die 

Oberflächenrauigkeit und das Benetzungsverhalten auch für diese lebendigen 

Materialien eine zentrale Rolle. Um ein besseres Verständnis für die Auswirkung der 

Rauigkeit auf das Benetzungsverhalten und die Klassifizierbarkeit von Biofilmen zu 

erhalten, fokussiert sich diese Doktorarbeit auf die quantitative Analyse der 

Oberflächentopographie von bakteriellen Biofilmen. Ferner werden die nützlichen 

Aspekte der Biofilme hier ausführlich dargestellt.   

Die Erforschung von Biofilmen beschäftigt sich meistens mit negativen Folgen und 

mit der Entfernung der Biofilme [86,87]. Das große Potenzial der Biofilme wartet noch 

darauf, für vorteilhafte Anwendungen entdeckt zu werden. Bisher wurden nur 

manche Anwendungsbereiche von Biofilmen vorgestellt. Bei diesen Beispielen können 

die Biofilme entweder direkt verwendet werden oder sie werden manipuliert, um 

bestimmte, erwünschte Eigenschaften der Biofilme zu verbessern. Eine Möglichkeit, 

dieses Ziel zu erreichen, ist der Gebrauch gentechnischer Methoden. Diese Strategie 

wird bislang in verschiedenen Bereichen erfolgreich verwendet [83,88–90]. Durch 

gentechnische Veränderungen werden hier die Matrixkomponenten neu geordnet, um 

die gewollten Eigenschaften zu erzielen. Zum Beispiel ist Shewanella oneidensis ein 

weitverbreiteter Stamm, der bei vielen Anwendungen wie der Stromerzeugung oder 

der Bioremediation zum Einsatz kommt [90–93]. Mit Hilfe gentechnischer Mutationen 

können die Menge, die Kohäsion oder die extrazelluläre Elektrontransferfähigkeit 

dieser Biofilme reguliert werden [90]. Obwohl gentechnische Methoden präzise 

Eingriffe erlauben und relativ einfach zu kontrollieren sind, gibt es bei diesen 

Methoden auch Nachteile: Vor allem muss die genetische Struktur der 

Mikroorganismen gut bekannt sein. Sowohl die Bestimmung als auch die 

Veränderung des genetischen Materials von Organismen benötigen aufwändige 

Prozesse. Zudem muss diese Genanalyse für jeden einzelnen Organismus wiederholt 

werden, weil Mutationen spezifisch für den jeweiligen Mikroorganismus sind.  

Deswegen ist die Verwendung von gentechnischen Methoden nicht immer zielführend. 
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Eine einfachere Alternative für die Biofilmmanipulation ist die Veränderung der 

Matrixzusammensetzung von außen. Beispiele für das breite Anwendungsspektrum 

von Biofilmen und für mögliche Manipulationsmechanismen zur Integration von 

Zusatzstoffen in die Biofilmmatrix werden in Kapitel 4.1 vorgestellt. Das Hinzufügen 

von Metallionen, Nanopartikeln, Makromolekülen, Mineralien, Enzymen oder 

anderen Bakterien zu den Biofilmen verbessert entweder erwünschte Eigenschaften 

der Biofilme wie ihre Steifigkeit, Porosität und extrazelluläre Elektrontransferfä-

higkeit oder es erzeugt ganz neue Funktionen in den Biofilmen (siehe Abbildung 5.1). 

Zum Beispiel können nicht-exoelektrogene Bakterien durch Beimengung mit 

Elektron-leitenden Molekülen (d.h. Elektronenmediatoren) als bioelektrochemische 

Systeme verwendet werden. Außerdem können neue Fähigkeiten wie katalytische 

Aktivität durch Zugabe von Enzymen oder katalytischen Nanopartikeln zu Biofilmen 

erzeugt werden. 

 

Abbildung 5.1. Manipulationsmechanismen von Biofilmen. Die Beimengung 

verschiedener Zusatzstoffe zu Biofilmen ermöglicht eine vergrößerte Porosität, die 

Integration von Katalysatoren wie Enzymen oder Nanopartikeln sowie Modifikation 

der Biofilmmatrix wie z. B Quervernetzung. Außerdem können manche Zusatzstoffe 

wie z. B. Polymere oder Minerale die Biofilme ummanteln. Diese Veränderungen 

lassen die Biofilme durchlässiger, lebensfähiger und belastbarer sein, und sie 

ermöglichen die Einstellung mancher Materialeigenschaften der Biofilme. Zudem 

können neue Funktionen wie katalytische Aktivitäten in die Biofilme eingebracht 

werden.  

Die Beimengung solcher Zusatzstoffe in Biofilmen verändert oft die Matrixstruktur. 

Dadurch können die Viskoelastizität, die Durchlässigkeit, die Lebensfähigkeit und die 
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Belastbarkeit der Biofilme kontrolliert werden. Weiterhin decken manche Polymere 

die Biofilmoberfläche als eine Art von Beschichtung ab. Damit schützen sie die 

Biofilme vor Umgebungsstress oder Scherkräften. Eine Verstärkung der Material-

eigenschaften der Biofilme führt zu robusteren und beständigeren Biofilmen, was für 

viele Anwendungen wichtig ist. Die hier dargestellten Anreicherungsmethoden bieten 

im Vergleich zu den gentechnischen Methoden eine einfachere Option zur Steuerung 

der Biofilmeigenschaften und sie ermöglichen die Verbesserungen bestimmter 

Biofilmeigenschaften nicht nur für die genetisch gut untersuchte, sondern für eine 

breitere Palette von Mikroorganismen.  

In vielen biotechnologischen Einsatzgebieten werden die Biofilme Scherkräften 

ausgesetzt, die durch Wasser erzeugt werden. Aus diesem Grund bestimmt die Art 

der Wechselwirkung von Biofilmen mit Wasser viele ihrer Eigenschaften wie die 

Erosionsbeständigkeit oder Resistenz gegen wässerige toxische Stoffe. Die 

Benetzbarkeit einer Oberfläche hängt sowohl von der Chemie als auch der Rauigkeit 

ab [16], und beide werden durch die Matrixzusammensetzung von Biofilmen 

beeinflusst [45,94]. B. subtilis B-1 Biofilme weisen ein lotus-ähnliches 

superhydrophobes Benetzungsverhalten und stärke Erosionsbeständigkeit auf. 

Dagegen sind B. subtilis NCIB 3610 Biofilme Rosen-ähnlich superhydrophob und im 

Vergleich zu B-1 Biofilmen anfälliger gegen Scherkräfte. Zwar haben beide Biofilme 

das gleiche Beschichtungsprotein, BslA, auf ihren Oberflächen, aber die B-1 Biofilme 

enthalten PGA als Hauptbestandteil der Matrix [17]. Die Frage, was passiert, wenn 

dieses polyanionische Polymer zusätzlich zu NCIB 3610 Biofilmen zugegeben wird, 

wird in Kapitel 4.2 beantwortet. Durch Anreicherung der NCIB 3610 Biofilme mit 

PGA verändert sich die Erosionsbeständigkeit dieser Biofilme in einen Zustand der 

zwischen normalen NCIB 3610 und B-1 Biofilmen liegt (Abbildung 5.2). In ähnlicher 

Weise liegt die Kontaktwinkelhysterese (d.h. das Adhäsionsverhalten von Wasser auf 

der Oberfläche der Biofilme) dieser angereicherten NCIB 3610 Biofilmen zwischen der 

von nicht-modifizierten NCIB 3610 und der von B-1 Biofilmen, während sich die 

statische Kontaktwinkelwerte nicht verändern. Da die Steifigkeit der NCIB 3610 

Biofilme durch die Anreicherung mit PGA unverändert bleibt, erklärt sich das 

verbesserte Erosionsverhalten der angereicherten NCIB 3610 Biofilme durch die 

leichte Veränderung der Wasseradhäsion auf der Oberfläche.  

Der Benetzungswiderstand einer Oberfläche kann entweder durch eine Erhöhung der 

Oberflächenspannung (durch chemische Modifikationen) oder durch eine Erhöhung 
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der Oberflächenrauigkeit gesteigert werden [16]. Da das hier hinzugefügte Polymer 

(d.h. PGA) hydrophil ist, erwartet man nicht, dass die hydrophoben Eigenschaften der 

Oberfläche durch die Beimengung mit diesem Polymer chemisch verstärkt wurden. 

Aus diesem Grund wurde die Oberflächenrauigkeit der Biofilme detailliert 

untersucht. Die Ursache für das veränderte Benetzungsverhalten wird durch REM-

Bilder der Biofilme deutlich: Infolge der Anwesenheit der zusätzlichen Polymere in 

der Matrix werden die tiefen Täler in der NCIB 3610 Biofilmoberfläche durch (B-1 

ähnliche) flache Ausbeulungen ersetzt. 

 

Abbildung 5.2. Vergleich der angereicherten NCIB 3610 Biofilmen mit 

normalen NICB 3610 und B-1 Biofilmen.  Wegen der verringerten 

Wasseradhäsion durch Anreicherung mit Polymeren, zeigen angereicherte NCIB 

3610 Biofilme eine Erosionsbeständigkeit, die zwischen der von nicht-angereicherten 

NCIB 3610 und B-1 Biofilmen liegt. Die Ursache für diese Veränderung ist die 

weniger ausgebeulte Talstruktur der angereicherten Biofilme. 

Weiterhin belegt die quantitative Analyse der Oberflächentopographie diese 

Umwandlung der Talstruktur: Durch eine detaillierte Quantifizierung der Rauigkeit 

mit 3D-Laser- Rastermikroskopie (d. h. Profilometrie) werden die Veränderungen der 

Oberflächenmerkmale verdeutlicht: Alle talbezogenen Parameter (Sv, Svk, Vvv und 

Vvc) sind bei den PGA-angereicherten NCIB 3610 Biofilmkolonien signifikant 

verringert. Diese verringerten Talstrukturen bieten nun ein kleineres Volumen für 

Wasser, um dort anzuhaften, weshalb das Wasser nun reduzierte Flüssigkeits-

retentionskapazität der Oberflächen leichter abperlt [95]. 

Dennoch ist diese Veränderung nicht ausreichend, um eine Lotus-ähnliche 

Superhydrophobie zu erhalten, die einen Lufteinschluss zwischen der Festkörper-

Flüssigkeitsgrenzflächen benötigt. Im hier dargestellten Fall steht der Wassertropfen 

noch in direktem Kontakt mit der Biofilmoberfläche. Das wird durch einen 
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Antibiotika-Empfindlichkeitstest deutlich: Es gibt hier keinen Unterschied zwischen 

PGA-angereicherten und nicht-modifizierten NCIB 3610 Biofilmen in Bezug auf ihre 

Antibiotikaresistenz. Dies bedeutet, dass sich die Durchlässigkeit dieser Biofilme 

durch die PGA-Anreicherung nicht verändert. Das ist ein großer Vorteil für 

biotechnologische Anwendungen, bei welchen Nährstoffe in den Biofilm 

hineindiffundieren sollen. 

Für die Erzeugung mechanisch stärkerer Biofilme wurden bereits verschiedene 

Bemühungen unternommen. Hierzu wird meistens die Oberfläche der 

Trägermaterialien chemisch bearbeitet [96]. Bestimmte chemische Modifikationen 

dieser Oberflächen verstärken die bakterielle Anhaftung und infolgedessen werden 

die Biofilme widerstandsfähiger gegen Scherkräfte. Zum Beispiel beschichteten 

Lackner et al. die Oberfläche verschiedener Membranen mit modifizierten PEG-

Molekülen und dann verwendeten sie diese Membranen zur biologischen 

Abwasserreinigung. Sie beobachteten mit diesen modifizierten Membranen eine 

bessere Anhaftung des Biofilms und eine stärkere Scherkraftresistenz. Die in Kapitel 

4.2 vorgestellte Methode bietet im Vergleich zu Membranmodifikationen einen 

einfacheren Ansatz. Vor allem benötigt diese Methode keine Vorbereitung der 

Trägermaterialien und sie ist unabhängig vom Substrat, auf dem die Bakterien 

wachsen. Darüber hinaus kann ein breites Spektrum von Polymeren mit 

verschiedenen Nettoladen und Molekülgrößen für diese Methode verwendet werden 

(siehe Kapitel 2.3 für detaillierte Informationen über geeignete Polymere). 

Höchstwahrscheinlich fungieren diese Polymere als Bausteine innerhalb der 

Biofilmmatrix und infolge-dessen verändern sie leicht die Oberflächentopographie 

durch die Befüllung die Täler. 

Neben Biopolymeren können auch andere Bakterien einen Biofilm anreichern. Das ist 

ein natürlicher Mechanismus, um stärkere oder funktionellere Biofilme zu erhalten. 

Hierzu leben mehrere Stämme zum ein- oder gegenseitigen Vorteil zusammen. Die 

meisten natürlichen Biofilme bestehen aus mehreren Mikroben: z. B. orale Biofilme 

oder die Darmflora. Außerdem kann diese Zusammenarbeit von Bakterien auch (im 

Labor) künstlich erzeugt werden, um die Wechselwirkungen zwischen den Mikroben 

in diesen Multi-Spezies-Biofilmen aufzuklären oder um erwünschte Eigenschaften 

von verschiedenen Mikroorganismen zu kombinieren.  Dennoch ist zurzeit nur wenig 

bekannt, wie die Materialeigenschaften solcher Multispezies-Biofilme bestimmt 

werden. Deswegen wurden in dieser Doktorarbeit die Oberflächentopographie und das 
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Benetzungsverhalten von Biofilmen aus binären Mischungen von B. subtilis NCIB 

3610, natto und B-1 Stämmen untersucht. In Kapitel 4.3 wird dargestellt, dass die 

makroskopische Morphologie der ko-kultivierten Tochterkolonien primär durch einen 

Elternstamm bestimmt wird. Zudem ist dieser morphologisch-dominierende Stamm 

auch innerhalb des Biofilms in großer Zahl vorhanden. Dennoch beeinflusst auch der 

andere Elternstamm die Biofilmeigenschaften, obwohl dies nicht makro-

morphologisch erkennbar ist. Eine kleine Menge des anderen Elternstammes scheint 

jedoch für eine geringfügige, aber signifikante Veränderung der Mikrotopographie 

und der Benetzung der Tochterkolonien auszureichen und diese in Richtung der 

Eigenschaften des zweiten Elternstammes zu verschieben. Das bedeutet, dass so 

Merkmale aus verschiedenen Biofilmen kombiniert werden können. Solche 

Mischkolonien mit Hybrid-Merkmalen können für vielfältige biotechnologische 

Anwendungen hilfreich sein.  

Da das Vorhandensein des morphologisch nicht-erkennbaren Stammes nur durch eine 

detaillierte mikroskopische Untersuchung der Biofilmoberfläche gezeigt werden 

konnten, hebt diese Doktorarbeit hervor, dass die quantitative Analyse der 

Oberflächenmikrotopographie mittels Profilometrie eine gute Methode für die 

Untersuchung von Multi-Spezies-Biofilmen sein kann. Es wurden auch bereits 

vielfaltige Methoden für die 3-D Abbildung von Biofilmen eingesetzt. Zum Beispiel 

wurden Elektronmikroskopie [97], konfokale Laser-Rastermikroskopie [98] oder 

Profilometrie [35] verwendet. Auch wurde die Anwesenheit unterschiedlicher 

Bakterien und ihrer EPS in einem oralen Biofilm durch Transmissions-

elektronmikroskopie (TEM) gezeigt [99]. Die Autoren, Reese und Guggenheim, 

konnten hier die verschiedenen Bakterien in einem Multi-Spezies-Biofilm durch ihre 

Morphologie unterscheiden. Die verschiedenen EPS-Bestandteile, die durch 

unterschiedliche Bakterien abgesondert werden, waren ebenfalls unterscheidbar. Mit 

dieser Bilderfassungsmethode lassen sich die Komponenten der Multi-Spezies-

Biofilme also erfolgreich erkennen, aber sie erfordert einen chemischen 

Vorbereitungsschritt. Nach Weber et al. stört dieser Vorbereitungsprozess (d.h., die 

nötige chemische Behandlung) die Probe, indem er die EPS-Struktur beeinflusst [100]. 

Zudem ermöglicht diese Methode nur qualitative Analysen. Mit Hilfe der 

Profilometrie kann man aber quantitative Messungen der Oberflächentopographie 

mit hoher Auflösung erhalten.  Ferner benötigt die Profilometrie keine Vorbereitung 

oder Beschichtung der Proben, was den Arbeitsaufwand deutlich reduziert.  
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Die Möglichkeit zur quantitativen Analyse der Oberflächentopographie für die 

Erkennung des Beitrags von Bakterien in Mischkolonien zeigt, dass die 3D-Abbildung 

von Oberflächen ein mächtiges Werkzeug ist. In Kapitel 4.4 wird ferner die Rauigkeit 

von B. subtilis Biofilmen mit verschiedenen Benetzungsverhalten durch einen 

maschinellen Lernansatz untersucht. Da der Zusammenhang zwischen dem 

Benetzungsverhalten und der Oberflächentopographie von Biofilmen bereits 

bestimmt wurde [43,45], kann die Klassifizierung solcher Probe nach der Rauigkeit 

auch zur Bestimmung ihres Benetzungsverhaltens verwendet werden. Weiterhin 

können diese Algorithmen auch andere Biofilme und weitere biologische Oberflächen 

wie z. B. Pflanzenblätter mit hydrophilem, Rosen-ähnlich und Lotus-ähnlich 

superhydrophobem Benetzungsverhalten erfolgreich klassifizieren, indem sie 

Rauigkeitsparameter (d.h. topographische Daten) verwenden.  

Werb et al. zeigten bereits, dass sich die Oberflächentopographie und das Benetzungs-

verhalten von B. subtilis NCIB 3610 Biofilmen ändern, wenn die Bakterien auf 

verschiedenen Medien gezüchtet werden [45]. Hier wurden Unterschiede zwischen 

den hydrophilen, Rosen-ähnlich und Lotus-ähnlich superhydrophoben Kolonien mit 

Hilfe der Sp, Sv, Sz, Sal, Sdq und Sdr Parameter gezeigt. Während hydrophile Biofilme 

die kleinsten Werte für diese Parametern ergaben, hatten die Lotus-ähnlichen 

Biofilme die größte Rauigkeit. Ein ähnliches Verhalten für die meisten Parameter 

wird auch in Kapitel 4.4. beobachtet. 

Durch den hier dargestellten maschinellen Lernansatz kann die Beziehung zwischen 

Benetzungsverhalten und Topographie systematisch untersucht und verstanden 

werden. Bisher wurde diese Beziehung nur mit Versuch-und-Irrtum-Ansätzen 

überprüft. In früheren Arbeiten wurden zwar einige topographische Merkmale 

ausgewählt, um ihren Einfluss auf die Benetzbarkeit der Oberflächen zu untersuchen 

[23,45]. Allerdings ermöglichen die hier verwendeten computer-basierten 

Algorithmen eine allgemeine Untersuchung von Oberflächen, die alle möglichen 

Oberflächenmerkmale gleichzeitig aufweisen können. Deswegen ist der in Kapitel 4.4. 

dargestellte Ansatz für ein detailliertes Verständnis der Benetzungs-Topographie-

Beziehung sehr hilfreich. Um unter allen berechneten Parametern die für das 

Benetzungsverhalten wichtigsten Oberflächenmerkmale zu ermitteln, wurde eine 

Dimensionsreduktion durchgeführt. Damit wurde gezeigt, dass im Wesentlichen vier 

Parameter (Sdr, Sdq, Vvv und Spc) für die Unterscheidung der hydrophilen, Rosen-



44 

ähnlich und Lotus-ähnliche superhydrophoben komplexen Oberflächen ausreichend 

sind (Abbildung 5.3). 

Der Einfluss einiger dieser Parameter auf die Benetzbarkeit von Oberflächen wurde 

bereits in früheren Arbeiten erwähnt. Zum Beispiel wurde das entwickelte 

Übergangsflächenverhältnis (Sdr) in vielen Arbeiten als Vertreter der Oberflächen-

rauigkeit von Biofilmen verwendet [35,45,101,102]. Es quantifiziert die für die 

Wechselwirkung zwischen Oberfläche und Flüssigkeit verfügbare Gesamtfläche. 

Deswegen kann es als der wirksamste und universtellste Parameter für die 

Bestimmung des Benetzungverhaltens von Oberflächen betrachtet wurden [102]. 

Dennoch ist manchmal eine detailliertere Beschreibung von Oberflächen mit anderen 

Parameter auch wie in Kapitel 4.2 und 4.3 erwähnt für ein vollständiges Verständnis 

von Oberflächenmerkmalen nötig. Zusammen mit Vvv bestimmen der arithmetische 

Mittelwert der Spitzenkrümmung (Spc) und der quadratischer Neigungsmittelwert 

(Sdq) die Hohlräume einer Oberfläche, die benetzt wird. Der Einfluss der Geometrie 

solcher Oberflächenmerkmale  wurde auch bereits gezeigt [42,43,103,104]. 

Typischerweise wurden in diesen Arbeiten künstliche, regelmäßig strukturierte 

Oberflächen verwendet. Hier wird nun gezeigt, dass diese Modelle auch für komplexe, 

natürliche (biologische) Oberflächen gelten. Das ist eine wichtige Erkenntnis, da die 

meisten natürlichen Oberflächen komplexere topographische Strukturen als 

künstliche Materialien aufweisen.  

 

Abbildung 5. 3. Schematische Darstellung der für die Benetzbarkeit biolo-

gischer Proben vier wichtigsten Oberflächenmerkmale. Für die 

Klassifizierung biologischer Oberflächen bezüglich ihres Benetzungsverhaltens 

spielen diese topographische Oberflächenparameter eine zentrale Rolle. Siehe 

Kapitel 3.1.1. für eine detaillierte Beschreibung dieser Parameter. 

Zusammenfassend wird in dieser Dissertation die zentrale Rolle der Oberflächen-

topographie von bakteriellen Biofilmen für das Benetzungsverhalten und andere 

anwendungsrelevante Eigenschaften wie z.B. die Erosionsresistenz untersucht. 
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Außerdem wird hier gezeigt, dass die mikro-topographischen Merkmale von Biofilmen 

Stamm-spezifisch sind. Dadurch kann die quantitative Analyse einer 

Biofilmoberfläche auch als eine ergänzende Methode zur Identifizierung der 

Bakterien verwendet werden, die den Biofilm bilden.  Zudem ermöglichen 

topographischen Daten von Biofilmen deren Klassifizierung bezüglich ihres 

Benetzungsverhaltens mit Hilfe eines maschinellen Lernansatzes. In dieser 

Doktorarbeit werden Biofilme als nützliche, lebendige Biomaterialien betrachtet. 

Auch Bemühungen zur Verbesserung mancher Biofilmeigenschaften werden hier 

ausführlich vorgestellt. Das Verständnis dieser Eigenschaften von Biofilmen ist 

wesentlich, um von Biofilmen in biotechnologischen Anwendungen profitieren zu 

können. 
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6 Ausblick 

In den letzten Jahrzehnten führte der zunehmende Bedarf an nachhaltigen und 

umweltfreundlichen Materialien und Produktionsverfahren zu großen Entwicklungen 

in der Biotechnologie. In Bereichen wie der Bioverfahrenstechnik, der 

Medizintechnik, der Stromerzeugung, der Landwirtschaft, dem Bauwesen sowie in 

der Umweltbiotechnologie finden heute Bakterien selbst oder bakterielle Produkte 

wie z. B. (Bio)Polymere und Enzyme aber auch bakterielle Biofilme Verwendung. Für 

solche Anwendungen kann ferner ein weites Spektrum von Zusatzstoffen verwendet 

werden, um die Eigenschaften oder Funktionalität von bakteriellen Biofilmen zu 

verbessern. In dieser Doktorarbeit wurden zahlreiche Beispiele für die Manipulation 

von bakteriellen Biofilmen vorgestellt. Diese breite Palette von Anwendungen und 

Zusatzstoffen kann aber sicher noch erweitert werden. Zum Beispiel wurden in 

Kapitel 4.2 vier Polymere mit unterschiedlicher Nettoladung und Molekülgröße zu 

NCIB 3610 Biofilmen gegeben. Da die verschiedenen Polymere hier die ähnlichen 

Wirkungen hatten, können wahrscheinlich anstelle der hier dargestellten, auch 

andere, günstigere oder leichter erhältliche Substanzen als Zusatzstoffe eingesetzt 

werden. Dadurch würden die Materialkosten sinken und die industrielle 

Einsetzbarkeit der hier beschriebenen Strategie erleichtert.  

Eine andere Möglichkeit, um verbesserte Biofilme zu erhalten, ist die Ko-Kultivierung 

von mehreren Bakterien. Hier wurden nur binäre Mischungen von drei B. subtilis 

Stämmen untersucht. Da diese Bakterien der gleichen Spezies angehören, können sie 

auch die gleichen Nährstoffe umwandeln. Das führt zu Konkurrenz zwischen diesen 

Bakterien. Daher war der dominierte Stamm in der Mischung nur in kleiner Zahl 

anwesend, und dies beschränkt dessen Einfluss auf die Materialieneigenschaften des 

Biofilms. Möglicherweise können aber ausgewogene Mischkolonien aus Bakterien 

verschiedener Spezies erzeugt werden, bei denen die Anzahl der Bakterien in den 

Mischkolonien ungefähr gleich sind. Das könnte dann Hybrid-Kolonien mit 

kombinierten Eigenschaften ermöglichen, was das Anwendungsspektrum der 

Biofilme weiter verbreitern kann.  

Außerdem wurde in dieser Arbeit die Anwesenheit der dominierten Stämme in den 

binären Mischkolonien durch eine quantitative Analyse der Oberflächenrauigkeit 

erkannt, obwohl deren Anzahl nur gering war. Dennoch konnte hiermit der Anteil der 
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verschiedenen Stämme in den gemischten Kolonien nicht bestimmt werden; dies 

erfordert eine manuelle Bestimmung der Kolonie-bildenden Einheiten jeder 

Bakterienspezies durch zeitaufwändige, traditionelle mikrobiologische 

Vereinzelungsversuche. In künftigen Arbeiten kann mit Hilfe computer-basierter 

Ansätze versucht werden, die Anteile der beigetragenden Stämme in Multi-Spezies-

Biofilmen aus der Biofilmtopographie zu bestimmen, und erste Pilotversuche hierzu 

waren bereits vielversprechend (siehe Masterarbeit Daniel Selle, Professur für 

Biomechanik, Technische Universität München).   

Wie in dieser Doktorarbeit gezeigt, können die Biofilme aber durch maschinelle 

Lernalgorithmen bezüglich ihres Benetzungsverhaltens gut klassifiziert werden, 

indem die Algorithmen topographische Daten verarbeiten. Hier wurde das 

Benetzungsverhalten der Proben als kategorische Variable verwendet. Als nächster 

Schritt kann nun eine quantitative Beziehung zwischen dem Benetzungsverhalten 

und der Rauigkeit erprobt werden. Dafür sollten sowohl statische Kontaktwinkel- als 

auch Kontaktwinkelhysterese-Messungen auf Oberflächen verschiedener Rauigkeit 

vorgenommen werden. Durch eine Modellierung von Kontaktwinkel(hysterese) durch 

die hier dargestellten vier Parameter (Sdr, Sdq, Vvv und Spc) kann man die konkreten 

Beiträge dieser Parameter zum Benetzungsverhalten von (Bio)Materialien weiter 

aufschlüsseln. Solch ein Model kann dann sowohl auf künstlichen, regelmäßig 

strukturierten Oberflächen als auch auf natürlichen, komplexen Proben getestet 

werden. 

Die in dieser Doktorarbeit  dargestellte Ergebnisse können neue Wege in der 

Materialforschung eröffnen, indem die Rolle der Oberflächenrauigkeit für 

verschiedene Aspekte von Materialeigenschaften aufgezeigt war. Als robuste, 

lebendige Materialien bieten Biofilme außerdem viele Vorteile für die Menschheit. Für 

Biotechnologische Anwendungen von Biofilmen müssen ihre Materialeigenschaften 

aber gut verstanden und kontrollierbar sein. Diese Doktorarbeit bietet hilfreiche neue 

Informationen für ein besseres Verständnis von Biofilmen als Biomaterialien. Mit den 

hier vorgestellten Ansätzen können Biofilme so weiterentwickelt werden, dass ihre 

positiven Eigenschaften zukünftig noch breitere Anwendungen finden und wir 

Menschen von bakteriellen Materialien noch mehr profitieren als bisher.  



49 

 

Anhang 

A. Publikationen 

B. Lizenzen für die Publikationen 

C. Vollständige Liste der Publikationen





51 

A. Publikationen 

A.1 Bacterial Materials: Applications of Natural and Modified Biofilms 

 



52 

 

 

 



53 

 

 

 



54 

 

 

 



55 

 

 

 



56 

 

 

 



57 

 

 

 



58 

 

 



59 

 

 



60 

 

 

 



61 

 

 



62 

 



63 

 





65 

A.2 Biopolymer-enriched B. subtilis NCIB 3610 biofilms exhibit increased 

erosion resistance 

 



66 

 

 

 



67 

 

 

 



68 

 

 

 



69 

 

 

 



70 

 

 

 



71 

 

 

 



72 

 

 

 



73 

 

 

 



74 

 

 

 



75 

 

 

 



76 

 

 

 



77 

 

 

 



78 

 



79 
 



80 

 



81 

 

 





83 

A.3 Topography quantifications allow for identifying the contribution of 

parental strains to physical properties of co-cultured biofilms 

 



84 

 

 

 



85 

 

 

 



86 

 

 

 



87 

 

 

 



88 

 

 

 



89 

 

 

 



90 

 

 

 

 



91 

 

 

 



92 

 

 



93 





95 

 

 



96 

 



97 

 



98 

 



99 

 



100 

 



101 

 



102 

 



103 

 



104 

 



105 

 



106 

 



107 

 



108 

 



109 

 



110 



111 

 





113 

A.4 Machine Learning Approach to Analyze the Surface Properties of 

Biological Materials 

 

 



114 

 

 



115 

 

 



116 

 

 



117 

 

 



118 

 

 



119 

 

 



120 

 

 



121 

 

 



122 

 



123 

 

 



124 

 



125 

 

 



126 

 

 



127 

 

 



128 

 

 

 



129 

 

 



130 

 

 



131 

 



132 

 



133 

 



134 

 



135 

 



136 

 



137 

 



138 

 



139 

 



140 

 



141 

 



142 

 



143 

 



144 

 



145 





147 

B. Lizenzen für die Publikationen 

B.1 Bacterial Materials: Applications of Natural and Modified Biofilms 
 

This article is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 

International Public Licence (CC BY-NC 4.0): 

Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International Public License 

By exercising the Licensed Rights (defined below), You accept and agree to be bound by the terms and conditions of this Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 

International Public License ("Public License"). To the extent this Public License may be interpreted as a contract, You are granted the Licensed Rights in consideration of Your 

acceptance of these terms and conditions, and the Licensor grants You such rights in consideration of benefits the Licensor receives from making the Licensed Material available 

under these terms and conditions. 

 

Section 1 – Definitions. 

a. Adapted Material means material subject to Copyright and Similar Rights that is derived from or based upon the Licensed Material and in which the Licensed Material 

is translated, altered, arranged, transformed, or otherwise modified in a manner requiring permission under the Copyright and Similar Rights held by the Licensor. For 

purposes of this Public License, where the Licensed Material is a musical work, performance, or sound recording, Adapted Material is always produced where the 

Licensed Material is synched in timed relation with a moving image. 

b. Adapter's License means the license You apply to Your Copyright and Similar Rights in Your contributions to Adapted Material in accordance with the terms and 

conditions of this Public License. 

c. Copyright and Similar Rights means copyright and/or similar rights closely related to copyright including, without limitation, performance, broadcast, sound 

recording, and Sui Generis Database Rights, without regard to how the rights are labeled or categorized. For purposes of this Public License, the rights specified in 

Section 2(b)(1)-(2) are not Copyright and Similar Rights. 

d. Effective Technological Measures means those measures that, in the absence of proper authority, may not be circumvented under laws fulfilling obligations under 

Article 11 of the WIPO Copyright Treaty adopted on December 20, 1996, and/or similar international agreements. 

e. Exceptions and Limitations means fair use, fair dealing, and/or any other exception or limitation to Copyright and Similar Rights that applies to Your use of the 

Licensed Material. 

f. Licensed Material means the artistic or literary work, database, or other material to which the Licensor applied this Public License. 

g. Licensed Rights means the rights granted to You subject to the terms and conditions of this Public License, which are limited to all Copyright and Similar Rights that 

apply to Your use of the Licensed Material and that the Licensor has authority to license. 

h. Licensor means the individual(s) or entity(ies) granting rights under this Public License. 

i. NonCommercial means not primarily intended for or directed towards commercial advantage or monetary compensation. For purposes of this Public License, the 

exchange of the Licensed Material for other material subject to Copyright and Similar Rights by digital file-sharing or similar means is NonCommercial provided there 

is no payment of monetary compensation in connection with the exchange. 

j. Share means to provide material to the public by any means or process that requires permission under the Licensed Rights, such as reproduction, public display, public 

performance, distribution, dissemination, communication, or importation, and to make material available to the public including in ways that members of the public 

may access the material from a place and at a time individually chosen by them. 

k. Sui Generis Database Rights means rights other than copyright resulting from Directive 96/9/EC of the European Parliament and of the Council of 11 March 1996 

on the legal protection of databases, as amended and/or succeeded, as well as other essentially equivalent rights anywhere in the world. 

l. You means the individual or entity exercising the Licensed Rights under this Public License. Your has a corresponding meaning. 

Section 2 – Scope. 

a. License grant.  

1. Subject to the terms and conditions of this Public License, the Licensor hereby grants You a worldwide, royalty-free, non-sublicensable, non-exclusive, 

irrevocable license to exercise the Licensed Rights in the Licensed Material to:  

A. reproduce and Share the Licensed Material, in whole or in part, for NonCommercial purposes only; and 

B. produce, reproduce, and Share Adapted Material for NonCommercial purposes only. 

2. Exceptions and Limitations. For the avoidance of doubt, where Exceptions and Limitations apply to Your use, this Public License does not apply, and 

You do not need to comply with its terms and conditions. 

3. Term. The term of this Public License is specified in Section 6(a). 

4. Media and formats; technical modifications allowed. The Licensor authorizes You to exercise the Licensed Rights in all media and formats whether 

now known or hereafter created, and to make technical modifications necessary to do so. The Licensor waives and/or agrees not to assert any right or 

authority to forbid You from making technical modifications necessary to exercise the Licensed Rights, including technical modifications necessary to 

circumvent Effective Technological Measures. For purposes of this Public License, simply making modifications authorized by this Section 2(a)(4) 

never produces Adapted Material. 

5. Downstream recipients.  

A. Offer from the Licensor – Licensed Material. Every recipient of the Licensed Material automatically receives an offer from the Licensor 

to exercise the Licensed Rights under the terms and conditions of this Public License. 

B. No downstream restrictions. You may not offer or impose any additional or different terms or conditions on, or apply any Effective 

Technological Measures to, the Licensed Material if doing so restricts exercise of the Licensed Rights by any recipient of the Licensed 

Material. 

6. No endorsement. Nothing in this Public License constitutes or may be construed as permission to assert or imply that You are, or that Your use of the 

Licensed Material is, connected with, or sponsored, endorsed, or granted official status by, the Licensor or others designated to receive attribution as 

provided in Section 3(a)(1)(A)(i). 

b. Other rights. 

1. Moral rights, such as the right of integrity, are not licensed under this Public License, nor are publicity, privacy, and/or other similar personality rights; 

however, to the extent possible, the Licensor waives and/or agrees not to assert any such rights held by the Licensor to the limited extent necessary to 

allow You to exercise the Licensed Rights, but not otherwise. 

2. Patent and trademark rights are not licensed under this Public License. 

3. To the extent possible, the Licensor waives any right to collect royalties from You for the exercise of the Licensed Rights, whether directly or through 

a collecting society under any voluntary or waivable statutory or compulsory licensing scheme. In all other cases the Licensor expressly reserves any 

right to collect such royalties, including when the Licensed Material is used other than for NonCommercial purposes. 

Section 3 – License Conditions. 

Your exercise of the Licensed Rights is expressly made subject to the following conditions. 

a. Attribution. 

1. If You Share the Licensed Material (including in modified form), You must: 

A. retain the following if it is supplied by the Licensor with the Licensed Material:  

i. identification of the creator(s) of the Licensed Material and any others designated to receive attribution, in any reasonable 

manner requested by the Licensor (including by pseudonym if designated); 

ii. a copyright notice; 

iii. a notice that refers to this Public License;  

iv. a notice that refers to the disclaimer of warranties; 

v. a URI or hyperlink to the Licensed Material to the extent reasonably practicable; 

B. indicate if You modified the Licensed Material and retain an indication of any previous modifications; and 
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C. indicate the Licensed Material is licensed under this Public License, and include the text of, or the URI or hyperlink to, this Public 

License. 

2. You may satisfy the conditions in Section 3(a)(1) in any reasonable manner based on the medium, means, and context in which You Share the Licensed 

Material. For example, it may be reasonable to satisfy the conditions by providing a URI or hyperlink to a resource that includes the required information. 

3. If requested by the Licensor, You must remove any of the information required by Section 3(a)(1)(A) to the extent reasonably practicable. 

4. If You Share Adapted Material You produce, the Adapter's License You apply must not prevent recipients of the Adapted Material from complying 

with this Public License. 

Section 4 – Sui Generis Database Rights. 

Where the Licensed Rights include Sui Generis Database Rights that apply to Your use of the Licensed Material: 

a. for the avoidance of doubt, Section 2(a)(1) grants You the right to extract, reuse, reproduce, and Share all or a substantial portion of the contents of the database for 

NonCommercial purposes only; 

b. if You include all or a substantial portion of the database contents in a database in which You have Sui Generis Database Rights, then the database in which You have 

Sui Generis Database Rights (but not its individual contents) is Adapted Material; and 

c. You must comply with the conditions in Section 3(a) if You Share all or a substantial portion of the contents of the database. 

For the avoidance of doubt, this Section 4 supplements and does not replace Your obligations under this Public License where the Licensed Rights include other Copyright and 

Similar Rights.  

Section 5 – Disclaimer of Warranties and Limitation of Liability. 

a. Unless otherwise separately undertaken by the Licensor, to the extent possible, the Licensor offers the Licensed Material as-is and as-available, and makes 

no representations or warranties of any kind concerning the Licensed Material, whether express, implied, statutory, or other. This includes, without 

limitation, warranties of title, merchantability, fitness for a particular purpose, non-infringement, absence of latent or other defects, accuracy, or the presence 

or absence of errors, whether or not known or discoverable. Where disclaimers of warranties are not allowed in full or in part, this disclaimer may not apply 

to You. 

b. To the extent possible, in no event will the Licensor be liable to You on any legal theory (including, without limitation, negligence) or otherwise for any direct, 

special, indirect, incidental, consequential, punitive, exemplary, or other losses, costs, expenses, or damages arising out of this Public License or use of the 

Licensed Material, even if the Licensor has been advised of the possibility of such losses, costs, expenses, or damages. Where a limitation of liability is not 

allowed in full or in part, this limitation may not apply to You. 

c. The disclaimer of warranties and limitation of liability provided above shall be interpreted in a manner that, to the extent possible, most closely approximates an 

absolute disclaimer and waiver of all liability. 

Section 6 – Term and Termination. 

a. This Public License applies for the term of the Copyright and Similar Rights licensed here. However, if You fail to comply with this Public License, then Your rights 

under this Public License terminate automatically. 

b. Where Your right to use the Licensed Material has terminated under Section 6(a), it reinstates: 

1. automatically as of the date the violation is cured, provided it is cured within 30 days of Your discovery of the violation; or 

2. upon express reinstatement by the Licensor. 

For the avoidance of doubt, this Section 6(b) does not affect any right the Licensor may have to seek remedies for Your violations of this Public License. 

c. For the avoidance of doubt, the Licensor may also offer the Licensed Material under separate terms or conditions or stop distributing the Licensed Material at any 

time; however, doing so will not terminate this Public License. 

d. Sections 1, 5, 6, 7, and 8 survive termination of this Public License. 

Section 7 – Other Terms and Conditions. 

a. The Licensor shall not be bound by any additional or different terms or conditions communicated by You unless expressly agreed. 

b. Any arrangements, understandings, or agreements regarding the Licensed Material not stated herein are separate from and independent of the terms and conditions of 

this Public License. 

Section 8 – Interpretation. 

a. For the avoidance of doubt, this Public License does not, and shall not be interpreted to, reduce, limit, restrict, or impose conditions on any use of the Licensed Material 

that could lawfully be made without permission under this Public License. 

b. To the extent possible, if any provision of this Public License is deemed unenforceable, it shall be automatically reformed to the minimum extent necessary to make it 

enforceable. If the provision cannot be reformed, it shall be severed from this Public License without affecting the enforceability of the remaining terms and conditions. 

c. No term or condition of this Public License will be waived and no failure to comply consented to unless expressly agreed to by the Licensor. 

d. Nothing in this Public License constitutes or may be interpreted as a limitation upon, or waiver of, any privileges and immunities that apply to the Licensor or You, 

including from the legal processes of any jurisdiction or authority. 
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B.2 Biopolymer-enriched B. subtilis NCIB 3610 biofilms exhibit increased 

erosion resistance 
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B.3 Topography quantifications allow for identifying the contribution of 

parental strains to physical properties of co-cultured biofilms 

This article is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial-
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Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International Public License 

By exercising the Licensed Rights (defined below), You accept and agree to be bound by the terms and conditions of this Creative Commons Attribution-NonCommercial-

NoDerivatives 4.0 International Public License ("Public License"). To the extent this Public License may be interpreted as a contract, You are granted the Licensed Rights in 

consideration of Your acceptance of these terms and conditions, and the Licensor grants You such rights in consideration of benefits the Licensor receives from making the Licensed 

Material available under these terms and conditions. 

Section 1 – Definitions. 

a. Adapted Material means material subject to Copyright and Similar Rights that is derived from or based upon the Licensed Material and in which the Licensed Material 

is translated, altered, arranged, transformed, or otherwise modified in a manner requiring permission under the Copyright and Similar Rights held by the Licensor. For 

purposes of this Public License, where the Licensed Material is a musical work, performance, or sound recording, Adapted Material is always produced where the 

Licensed Material is synched in timed relation with a moving image. 

b. Copyright and Similar Rights means copyright and/or similar rights closely related to copyright including, without limitation, performance, broadcast, sound 

recording, and Sui Generis Database Rights, without regard to how the rights are labeled or categorized. For purposes of this Public License, the rights specified in 

Section 2(b)(1)-(2) are not Copyright and Similar Rights. 

c. Effective Technological Measures means those measures that, in the absence of proper authority, may not be circumvented under laws fulfilling obligations under 

Article 11 of the WIPO Copyright Treaty adopted on December 20, 1996, and/or similar international agreements. 

d. Exceptions and Limitations means fair use, fair dealing, and/or any other exception or limitation to Copyright and Similar Rights that applies to Your use of the 

Licensed Material. 

e. Licensed Material means the artistic or literary work, database, or other material to which the Licensor applied this Public License. 

f. Licensed Rights means the rights granted to You subject to the terms and conditions of this Public License, which are limited to all Copyright and Similar Rights that 

apply to Your use of the Licensed Material and that the Licensor has authority to license. 

g. Licensor means the individual(s) or entity(ies) granting rights under this Public License. 

h. NonCommercial means not primarily intended for or directed towards commercial advantage or monetary compensation. For purposes of this Public License, the 

exchange of the Licensed Material for other material subject to Copyright and Similar Rights by digital file-sharing or similar means is NonCommercial provided there 

is no payment of monetary compensation in connection with the exchange. 

i. Share means to provide material to the public by any means or process that requires permission under the Licensed Rights, such as reproduction, public display, public 

performance, distribution, dissemination, communication, or importation, and to make material available to the public including in ways that members of the public 

may access the material from a place and at a time individually chosen by them. 

j. Sui Generis Database Rights means rights other than copyright resulting from Directive 96/9/EC of the European Parliament and of the Council of 11 March 1996 

on the legal protection of databases, as amended and/or succeeded, as well as other essentially equivalent rights anywhere in the world. 

k. You means the individual or entity exercising the Licensed Rights under this Public License. Your has a corresponding meaning. 

Section 2 – Scope. 

a. License grant.  

1. Subject to the terms and conditions of this Public License, the Licensor hereby grants You a worldwide, royalty-free, non-sublicensable, non-exclusive, 

irrevocable license to exercise the Licensed Rights in the Licensed Material to:  

A. reproduce and Share the Licensed Material, in whole or in part, for NonCommercial purposes only; and 

B. produce and reproduce, but not Share, Adapted Material for NonCommercial purposes only. 

2. Exceptions and Limitations. For the avoidance of doubt, where Exceptions and Limitations apply to Your use, this Public License does not apply, and 

You do not need to comply with its terms and conditions. 

3. Term. The term of this Public License is specified in Section 6(a). 

4. Media and formats; technical modifications allowed. The Licensor authorizes You to exercise the Licensed Rights in all media and formats whether 

now known or hereafter created, and to make technical modifications necessary to do so. The Licensor waives and/or agrees not to assert any right or 

authority to forbid You from making technical modifications necessary to exercise the Licensed Rights, including technical modifications necessary to 

circumvent Effective Technological Measures. For purposes of this Public License, simply making modifications authorized by this Section 2(a)(4) 

never produces Adapted Material. 

5. Downstream recipients.  

A. Offer from the Licensor – Licensed Material. Every recipient of the Licensed Material automatically receives an offer from the Licensor 

to exercise the Licensed Rights under the terms and conditions of this Public License. 

B. No downstream restrictions. You may not offer or impose any additional or different terms or conditions on, or apply any Effective 

Technological Measures to, the Licensed Material if doing so restricts exercise of the Licensed Rights by any recipient of the Licensed 

Material. 

6. No endorsement. Nothing in this Public License constitutes or may be construed as permission to assert or imply that You are, or that Your use of the 

Licensed Material is, connected with, or sponsored, endorsed, or granted official status by, the Licensor or others designated to receive attribution as 

provided in Section 3(a)(1)(A)(i). 

b. Other rights. 

1. Moral rights, such as the right of integrity, are not licensed under this Public License, nor are publicity, privacy, and/or other similar personality rights; 

however, to the extent possible, the Licensor waives and/or agrees not to assert any such rights held by the Licensor to the limited extent necessary to 

allow You to exercise the Licensed Rights, but not otherwise. 

2. Patent and trademark rights are not licensed under this Public License. 

3. To the extent possible, the Licensor waives any right to collect royalties from You for the exercise of the Licensed Rights, whether directly or through 

a collecting society under any voluntary or waivable statutory or compulsory licensing scheme. In all other cases the Licensor expressly reserves any 

right to collect such royalties, including when the Licensed Material is used other than for NonCommercial purposes. 

Section 3 – License Conditions. 

Your exercise of the Licensed Rights is expressly made subject to the following conditions. 

a. Attribution. 

1. If You Share the Licensed Material, You must: 

A. retain the following if it is supplied by the Licensor with the Licensed Material:  

i. identification of the creator(s) of the Licensed Material and any others designated to receive attribution, in any reasonable 

manner requested by the Licensor (including by pseudonym if designated); 

ii. a copyright notice; 

iii. a notice that refers to this Public License;  

iv. a notice that refers to the disclaimer of warranties; 

v. a URI or hyperlink to the Licensed Material to the extent reasonably practicable; 

B. indicate if You modified the Licensed Material and retain an indication of any previous modifications; and 
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C. indicate the Licensed Material is licensed under this Public License, and include the text of, or the URI or hyperlink to, this Public 

License. 

For the avoidance of doubt, You do not have permission under this Public License to Share Adapted Material.  

2. You may satisfy the conditions in Section 3(a)(1) in any reasonable manner based on the medium, means, and context in which You Share the Licensed 

Material. For example, it may be reasonable to satisfy the conditions by providing a URI or hyperlink to a resource that includes the required information. 

3. If requested by the Licensor, You must remove any of the information required by Section 3(a)(1)(A) to the extent reasonably practicable. 

Section 4 – Sui Generis Database Rights. 

Where the Licensed Rights include Sui Generis Database Rights that apply to Your use of the Licensed Material: 

a. for the avoidance of doubt, Section 2(a)(1) grants You the right to extract, reuse, reproduce, and Share all or a substantial portion of the contents of the database for 

NonCommercial purposes only and provided You do not Share Adapted Material; 

b. if You include all or a substantial portion of the database contents in a database in which You have Sui Generis Database Rights, then the database in which You have 

Sui Generis Database Rights (but not its individual contents) is Adapted Material; and 

c. You must comply with the conditions in Section 3(a) if You Share all or a substantial portion of the contents of the database. 

For the avoidance of doubt, this Section 4 supplements and does not replace Your obligations under this Public License where the Licensed Rights include other Copyright and 

Similar Rights.  

Section 5 – Disclaimer of Warranties and Limitation of Liability. 

a. Unless otherwise separately undertaken by the Licensor, to the extent possible, the Licensor offers the Licensed Material as-is and as-available, and makes 

no representations or warranties of any kind concerning the Licensed Material, whether express, implied, statutory, or other. This includes, without 

limitation, warranties of title, merchantability, fitness for a particular purpose, non-infringement, absence of latent or other defects, accuracy, or the presence 

or absence of errors, whether or not known or discoverable. Where disclaimers of warranties are not allowed in full or in part, this disclaimer may not apply 

to You. 

b. To the extent possible, in no event will the Licensor be liable to You on any legal theory (including, without limitation, negligence) or otherwise for any direct, 

special, indirect, incidental, consequential, punitive, exemplary, or other losses, costs, expenses, or damages arising out of this Public License or use of the 

Licensed Material, even if the Licensor has been advised of the possibility of such losses, costs, expenses, or damages. Where a limitation of liability is not 

allowed in full or in part, this limitation may not apply to You. 

c. The disclaimer of warranties and limitation of liability provided above shall be interpreted in a manner that, to the extent possible, most closely approximates an 

absolute disclaimer and waiver of all liability. 

Section 6 – Term and Termination. 

a. This Public License applies for the term of the Copyright and Similar Rights licensed here. However, if You fail to comply with this Public License, then Your rights 

under this Public License terminate automatically. 

b. Where Your right to use the Licensed Material has terminated under Section 6(a), it reinstates: 

1. automatically as of the date the violation is cured, provided it is cured within 30 days of Your discovery of the violation; or 

2. upon express reinstatement by the Licensor. 

For the avoidance of doubt, this Section 6(b) does not affect any right the Licensor may have to seek remedies for Your violations of this Public License. 

c. For the avoidance of doubt, the Licensor may also offer the Licensed Material under separate terms or conditions or stop distributing the Licensed Material at any 

time; however, doing so will not terminate this Public License. 

d. Sections 1, 5, 6, 7, and 8 survive termination of this Public License. 

Section 7 – Other Terms and Conditions. 

a. The Licensor shall not be bound by any additional or different terms or conditions communicated by You unless expressly agreed. 

b. Any arrangements, understandings, or agreements regarding the Licensed Material not stated herein are separate from and independent of the terms and conditions of 

this Public License. 

Section 8 – Interpretation. 

a. For the avoidance of doubt, this Public License does not, and shall not be interpreted to, reduce, limit, restrict, or impose conditions on any use of the Licensed Material 

that could lawfully be made without permission under this Public License. 

b. To the extent possible, if any provision of this Public License is deemed unenforceable, it shall be automatically reformed to the minimum extent necessary to make it 

enforceable. If the provision cannot be reformed, it shall be severed from this Public License without affecting the enforceability of the remaining terms and conditions. 

c. No term or condition of this Public License will be waived and no failure to comply consented to unless expressly agreed to by the Licensor. 

d. Nothing in this Public License constitutes or may be interpreted as a limitation upon, or waiver of, any privileges and immunities that apply to the Licensor or You, 

including from the legal processes of any jurisdiction or authority. 
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